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Re´sume´
Les effets biologiques de l’hypoxie sont tre`s e´tudie´s aujourd’hui, principalement en
raison du roˆle crucial que jouent les conditions d’oxyge´nation dans le de´veloppement
des cancers. Depuis plusieurs anne´es, une litte´rature foisonnante tente ainsi de de´crire
les multiples aspects de la re´ponse mole´culaire, cellulaire et physiologique a` l’hy-
poxie. La complexite´ des voies de signalisation implique´es et la diversite´ de leurs
effets cellulaires rendent la taˆche de´licate. Cet e´tat de fait se refle`te dans la plu-
ralite´ des me´thodes utilise´es, depuis les simulations nume´riques jusqu’aux approches
expe´rimentales. Dans cette the`se, j’ai aborde´ ce sujet sur la base de deux outils : la
mode´lisation mathe´matique et une de´marche expe´rimentale utilisant les cellules HeLa-
FUCCI. Cette ligne´e cellulaire re´cemment de´veloppe´e est en effet un instrument de
choix encore peu exploite´. Par une construction ge´ne´tique liant des prote´ines du cycle
cellulaire a` un fluorophore, elle rend possible l’e´tude, en continue, de la dynamique
du cycle en microscopie de fluorescence. Nous avons ainsi pu analyser plusieurs as-
pects de la re´ponse cellulaire a` l’hypoxie, dans un contexte tumoral. Dans un premier
temps, nous avons cherche´ a` caracte´riser mathe´matiquement les liens tisse´s entre le
cycle cellulaire et les voies de signalisation de l’hypoxie, centre´es sur le facteur de tran-
scription HIF-1α. Ce mode`le propose une explication simple a` l’arreˆt du cycle observe´
notamment dans les cellules tumorales en conditions hypoxiques. Nous avons ainsi
montre´ que l’induction de chimiore´sistance pouvait se concevoir comme une entre´e fa-
cilite´e en quiescence des cellules cance´reuses. Dans le but de valider ces observations,
nous avons ensuite cherche´ a` quantifier expe´rimentalement la dynamique de la pro-
life´ration cellulaire en utilisant les cellules HeLa-FUCCI. Comme il est apparu que
les fluorophores qu’elles portent sont sensibles au manque d’oxyge`ne, nous avons teste´
diffe´rentes mole´cules couramment utilise´es pour induire HIF-1α et mimer l’hypoxie
(DFO et CoCl2). De cette e´tude ont e´merge´ des re´sultats originaux quant a` la dy-
namique de blocage du cycle des cellules HeLa en pre´sence de che´lateurs du fer. Si les
conditions hypoxiques ne sont pas favorables a` l’utilisation des cellules FUCCI, nous
avons pu en revanche montrer qu’elles e´taient tout a` fait adapte´es a` l’e´tude de la dy-
namique du cycle cellulaire en condition de re´oxyge´nation. De manie`re inte´ressante,
nous avons alors pu observer un ralentissement significatif de la phase S apre`s retour
a` la normoxie. Afin d’apporter un e´clairage the´orique a` cette observation, nous avons
propose´ un mode`le mathe´matique de la dynamique de re´gulation de HIF-1α en condi-
tions d’oxyge`ne fluctuantes, base´ sur le couple HIF-1α/pVHL, dont les relations sont
pense´es dans un cadre compartimente´ (noyau/cytoplasme). Ce mode`le simple reproduit
fide`lement les caracte´ristiques principales de la re´ponse cellulaire a` l’hypoxie. En outre,
en simulant les conse´quences d’une re´oxyge´nation brutale, nous avons observe´ la gene`se
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de fortes instabilite´s du niveau intracellulaire de HIF-1α. Enfin, nous avons mene´ une
e´tude expe´rimentale de la compartimentation de HIF-1α. L’outil FUCCI permet en ef-
fet d’observer simultane´ment l’avancement du cycle (en microscopie de fluorescence), et
la localisation intra-cellulaire de HIF-1α (par immunomarquage). Nous avons pu mon-
trer que la variabilite´ de la localisation de HIF-1α n’e´tait pas due a` la progression dans
le cycle. Elle est donc certainement lie´e soit a` des diffe´rences ge´ne´tiques inter-cellulaire,
soit a` une stochasticite´ de la re´gulation de HIF-1α.
1
Introduction
Au sein d’un organisme vivant, l’hypoxie peut se de´finir comme une inade´quation
entre les besoins tissulaires, et les apports effectifs en oxyge`ne. La pression d’oxyge`ne
limite induisant les voies mole´culaire de re´ponse a` hypoxie est ainsi relative au type
cellulaire conside´re´ : 15% dans le cerveau, 6% dans le foie et les reins [1]. In vitro, il
est d’usage d’imposer des pressions en oxyge`ne (PO2) infe´rieures a` 2% O2 pour e´tudier
les effets biologiques de l’hypoxie [2]. Les nombreux travaux sur le sujet ont reporte´
une grande varie´te´ de re´ponses cellulaires au manque d’oxyge`ne. D’une part, des PO2
infe´rieures a` 1% peuvent induire un arreˆt du cycle. Ce dernier se manifeste souvent
dans la transition G1/S [3], mais des blocages en phase G2 ou M ont e´galement e´te´
reporte´s [4]. Lorsque l’hypoxie est extreˆme (proche de l’anoxie), une induction des voies
de l’apoptose de´pendantes de p53 a souvent e´te´ observe´e [5–8]. D’autre part, la priva-
tion d’oxyge`ne peut e´galement avoir un effet inverse, en promouvant la prolife´ration
cellulaire [9–12].
L’e´tude des effets biologiques de l’hypoxie est rendue cruciale de part le roˆle que joue
la privation d’oxyge`ne dans les cancers. En effet, a` cause de leur croissance rapide, les
tumeurs subissent une hypoxie chronique [3]. Cette dernie`re est associe´e a` l’e´mergence
de phe´notypes agressifs et re´sistants [13, 14]. Pour certains auteurs, comme Anderson
et al. (2006) [15], l’hypoxie peut ainsi eˆtre vue comme une force se´lective favorisant
le de´veloppement, au sein de la masse tumorale, de marges invasives. De manie`re
ge´ne´rale, l’hypoxie chronique est conside´re´e comme l’un des principaux facteurs d’e´chec
des the´rapies anti-cance´reuses [16]. Plusieurs me´canismes, que nous de´taillerons dans
le chapitre suivant, sont ici a` l’œuvre : baisse de la production de radicaux libres
en radiothe´rapie, entre´e en quiescence des cellules, se´lection de phe´notypes re´sistants...
Outre cette privation constitutive d’oxyge`ne, les tissus cance´reux sont soumis a` une hy-
poxie cyclique, due a` l’e´volution de l’architecture du syste`me vasculaire [17]. La pe´riode
de ces cycles peut varier de quelques minutes a` plusieurs heures ou jours. Des e´tudes
re´centes ont montre´ que cette hypoxie intermittente favorisait fortement l’e´mergence et
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la se´lection de phe´notypes tumoraux re´sistants et invasifs [18, 19]. Plusieurs me´canismes
semblent a` l’œuvre. D’une part, chaque cycle tend a` augmenter la fre´quence des mu-
tations cellulaires [20]. D’autre part, la re´oxyge´nation tend a` affecter se´lectivement
plus de 200 ge`nes [21]. Il faut e´galement noter que ces phe´nome`nes de re´oxyge´nation
jouent aussi un roˆle important dans les cas d’ische´mie. Notamment, la reperfusion bru-
tale suivant une rupture de l’approvisionnement sanguin ge´ne`re des vagues d’apoptose
causant de gros dommages tissulaires [22, 23].
Les implications me´dicales de ces re´ponses cellulaires a` l’hypoxie ont rendu cruciale
la compre´hension des voies mole´culaires qui les sous-tendent. La de´couverte de l’agent
central de la re´ponse cellulaire a` l’hypoxie, le facteur de transcription HIF-1, remonte
au de´but des anne´es 90. Elle est associe´e a` l’e´quipe de Gregg L. Semenza. Cette dernie`re
a en effet mis en e´vidence l’existence d’une se´quence ge´ne´tique pre´sente sur les promo-
teurs de diffe´rents ge`nes exprime´s sous l’effet de l’hypoxie : le HRE (Hypoxia Responsive
Element) [24]. Ce HRE a ainsi e´te´ identifie´ en aval du ge`ne de l’EPO, une hormone
stimulant la prolife´ration des e´rythrocytes [25], puis d’enzymes glycolytiques [26, 27].
La structure de la prote´ine se liant au HRE a e´te´ e´tablie dans l’e´tude de Wang et al.
(1995) [28]. Il s’agit d’un he´te´rodime`re, que les auteurs nomme`rent HIF-1 (Hypoxia
Inducible Factor-1 ). Ce dernier est constitue´ d’une sous-unite´ α (HIF-1α). dont la sta-
bilite´ de´pend de la pression en oxyge`ne, et d’une sous-unite´ β (HIF-1β), exprime´e de
manie`re constitutive [29]. Il se lie a` l’ADN via un motif he´lice-tour-he´lice. La sous-unite´
α contient un domaine responsable de sa de´gradation en pre´sence d’oxyge`ne (ODDD :
Oxygen-Dependent Degradation Domain) [30]. Bien que cette the`se soit centre´e sur le
facteur HIF-1, et spe´cialement sur sa sous-unite´ α, il convient de noter ici que deux
autres prote´ines peuvent s’associer avec HIF-1β et me´dier la re´ponse cellulaire a` l’hy-
poxie : HIF-2α et HIF-3α. HIF-2α a e´te´ identifie´e en 1997, inde´pendamment des travaux
de Semenza [31]. Initialement, la prote´ine est apparue comme exprime´e de manie`re plus
restreinte que HIF-1α. Notamment, sa pre´sence semble limite´e aux cellules constitu-
tives des vaisseaux sanguins. Cependant, des observations plus re´centes sugge`rent un
panorama plus complexe des relations entre HIF-1 et HIF-2α. Ces dernie`res sont en
effet co-exprime´es dans un grand nombres de types cellulaires [29]. Une troisie`me sous-
unite´ α a e´te´ de´crite, HIF-3α. [32]. Ses roˆles sont moins connus. Il semble que plusieurs
isoformes de cette prote´ine existent, qui peuvent promouvoir ou inhiber l’activite´s des
autres facteurs de transcription HIF [32].
La figure 1.1 donne une repre´sentation en trois dimensions de la prote´ine HIF-1α.
Cette dernie`re est intensivement e´tudie´e aujourd’hui, en tant qu’agent cle´ de la re´ponse
cellulaire a` l’hypoxie.
Lorsque la pression en oxyge`ne diminue, son niveau intracellulaire augmente en
suivant une loi exponentielle bien caracte´rise´e expe´rimentalement. La figure 1.2 donne
la courbe, trace´e par Jiang et al. (1996) [33], repre´sentant l’activite´ ge´ne´tique de
HIF-1 en fonction de l’intensite´ de l’hypoxie. Les auteurs ont quantifie´, via une se´rie
d’e´lectrophore`ses sur gel de polyacrylamide, la quantite´ de facteur de transcription lie´e
a` l’ADN dans des cellules HeLa, dans diffe´rentes conditions d’hypoxie. Il apparaˆıt que
l’abondance nucle´aire de HIF-1 augmente rapidement pour des pressions d’oxyge`nes
infe´rieures a` 1%. Ce comportement, qui a plus tard e´te´ qualifie´ de “switch-like”, est
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Figure 1.1: Structure de la sous-unite´ α du facteur de transcription HIF-1.
Figure 1.2: Abondance prote´ique de HIF-
1 en fonction de la pression en oxyge`ne.
Les mesures ont e´te´ faites en densitome´trie,
a` partir d’e´lectrophore`se sur gel SDS-Page
(Western-Blot). Les losanges noirs correspon-
dent a` une expe´rience re´alise´e en pre´sence de
KCN.
principalement duˆ a` la stabilisation de HIF-1α en absence d’oxyge`ne [34]. Cette sous-
unite´ peut ensuite se dime´riser avec HIF-1β pour former un facteur de transcription
actif.
La connaissance des me´canismes d’action et des voies de re´gulation de HIF-1, et en
particulier de sa sous-unite´ α, est motive´e par le roˆle important joue´ par la prote´ine dans
la tumorigene`se. En effet, elle est sur-exprime´e dans la plupart des types de cancer [35–
38]. Paralle`lement, on constate une forte expression des ge`nes controˆle´s par le facteur de
transcription [39]. Deux causes ont e´te´ invoque´es pour expliquer cette observation [35].
D’une part, comme nous l’avons vu, l’hypoxie chronique a` laquelle sont soumises les cel-
lules tumorales induit logiquement une accumulation de HIF-1α. D’autre part, des mu-
tations ge´ne´tiques peuvent e´galement induire une de´re´gulation de sa concentration en
normoxie. Par exemple, certains cancers se caracte´risent par une perte de fonctionnalite´
de la prote´ine pVHL, implique´e dans le syste`me de de´gradation oxyge`ne-de´pendant de
HIF-1α [40]. De fait, les liens tisse´s entre HIF-1 et la tumorigene`se sont intensivement
e´tudie´s depuis plusieurs anne´es [6, 41, 42]. La prote´ine HIF-1α est d’ailleurs devenue
une cible pour des traitements anti-cancer novateurs, cherchant notamment a` diminuer
l’activite´ de HIF-1α. [43].
Dans ce cadre, la compre´hension fine de la re´ponse cellulaire a` l’hypoxie est
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e´videmment cruciale. Si de grands progre`s ont e´te´ faits sur le sujet ces dernie`res anne´es,
la dynamique actuelle des recherches dans ce domaine est a` la hauteur de la com-
plexite´ du proble`me. De nombreuses questions se posent. Parmi elles, les me´canismes
de re´gulation de HIF-1α et les relations entre le facteur de transcription et les prote´ines
du cycle cellulaire font l’objet d’e´tudes expe´rimentales, et, de plus en plus, de travaux
de mode´lisation. D’autre part, les effets de la re´oxyge´nation, en lien avec l’hypoxie
cyclique a` laquelle sont soumises les tumeurs, sont encore peu compris. Enfin, l’utili-
sation d’inducteurs chimiques de HIF-1α, notamment les che´lateurs du fer, ouvre une
voie inte´ressante du point de vue de la mise en place de traitements anti-cance´reux.
L’e´tude de leurs effets biologiques est la` aussi un domaine de recherche tre`s actif. Cette
the`se se propose d’apporter quelques contributions a` ces questions contemporaines, en
couplant mode´lisation mathe´matique et expe´rimentation sur cellules HeLa-FUCCI.
2
Etat de l’art et motivations
Dans le chapitre pre´ce´dent, nous avons pre´sente´ le cadre ge´ne´ral dans lequel s’inscrit
cette the`se. Ici, nous de´sirons brosser un portrait un peu plus de´taille´ de l’e´tat des con-
naissances portant sur le controˆle du niveau mole´culaire de HIF-1α et son interaction
avec le cycle cellulaire. De cette manie`re, nous clarifierons les questions ayant motive´
la conduite de ce travail, et les de´marches adopte´es pour y re´pondre. Apre`s un bref
rappel portant sur la biologie de la prolife´ration cellulaire, notre propos s’attachera a`
de´crire les grands traits de la re´gulation de HIF-1α, et son interaction avec les prote´ines
du cycle. Nous pre´ciserons notamment les caracte´ristiques des mode`les mathe´matiques
existants, et les questions qu’ils soule`vent. Nous aborderons ensuite le proble`me des
mole´cules induisant HIF-1α, comme DFO ou CoCl2. Celles-ci sont en effet utilise´es de
manie`re tre`s re´pandue dans le but de mimer les conse´quences biologiques de l’hypoxie,
bien que la diversite´ de leurs cibles mole´culaires induise une variabilite´ importante de
leurs effets biologiques. Nous nous attarderons enfin sur le mode`le expe´rimental que
constitue la ligne´e HeLa-FUCCI, de manie`re a` mettre en valeur l’inte´reˆt que pre´sente
son utilisation pour l’e´tude de la dynamique de la prolife´ration.
2.1 Cycle cellulaire
2.1.1 Ge´ne´ralite´s : phases et points de controˆle
La connaissance des me´canismes mole´culaires de la re´gulation du cycle cellulaire a
fait d’immenses progre`s depuis une vingtaine d’anne´es. Les premie`res e´tudes ont e´te´
mene´es sur deux espe`ces de levure : Saccharomyces Cerevisiae et Saccharomyces Pombe.
Elles ont permis d’identifier les principaux agents prote´iques controˆlant la prolife´ration
cellulaire. Plus tard, il est apparu que le syste`me de re´gulation e´tait tre`s conserve´ entre
les espe`ces, bien que plus complexe chez les eucaryotes pluricellulaires. Ici, nous nous
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concentrons sur la re´gulation du cycle chez l’homme. Avant d’entrer dans le de´tail de
voies complexes de son controˆle, nous rappelons ici quelques ge´ne´ralite´s. Une cellule
en division passe par quatre phases distinctes, nomme´es G1, S, G2, et M. Une dernie`re
e´tape, la cytodie´re`se, assure la se´paration des cytoplasmes des deux cellules filles. La
figure 2.1 donne une repre´sentation sche´matique de l’enchaˆınement des phases du cycle,
et de ses points de controˆle. La premie`re phase, dite G1, est une phase de croissance. La
cellule augmente son volume et synthe´tise un grand nombre de prote´ines ne´cessaires a`
sa division. Durant la phase S, l’ADN est re´plique´, de manie`re a` fournir a` chaque cellule
fille l’inte´gralite´ du patrimoine ge´ne´tique. La phase G2 est de´die´e a` l’ache`vement de la
croissance, au controˆle de la qualite´ de la duplication de l’ADN, et a` la pre´paration
de la mitose. Cette dernie`re (phase M) voit l’ave`nement de deux cellules filles a` partir
de la cellule initiale. Les chromosomes doubles se re´partissent en deux lots (a` peu
pre`s) identiques, et le cytoplasme se divise (cytodie´re`se). La dure´e totale du cycle est
tre`s variable d’un type cellulaire a` l’autre. Pour un fibroblaste humain en culture, les
dure´es typiques sont de 12h pour la phase G1, 5h pour la phase S, 4h pour la phase
G2, et une heure pour la phase M. Dans un organisme, ces valeurs sont e´videmment
hautement de´pendantes de la fonction cellulaire. Les cellules spe´cialise´es (produisant
des hormones, conduisant l’influx nerveux...) ne se divisent pas. On dit qu’elles sont
en phase quiescente, ou G0. A l’inverse, les cellules souches charge´es de la re´ge´ne´ration
des tissues se divisent en continue, comme dans l’e´pithelium intestinal.
Comme le montre la figure 2.1, le cycle cellulaire est jalonne´ de points de controˆle.
Ils en re´gulent la progression, en bloquant a` des moments pre´cis l’avance´e des cellules
juge´es inaptes a` le poursuivre. La premier point de contoˆle se situe a` la transition entre
les phases G1 et S. Il bloque la progression des cellules lorsque leur taille n’est pas
suffisante, ou lorsque l’ADN est en mauvais e´tat. De nombreux agents externes peuvent
ici intervenir, notamment le manque de facteurs de croissance, un stress nutritionnel, ou
encore, comme nous le verrons, l’hypoxie. Le passage de la phase G2 a` M est e´galement
controˆle´, afin de garantir la re´plication correcte de l’ADN. Enfin, le controˆle du fuseau
mitotique permet de bloquer la mitose (phase M) si les conditions d’une se´paration
correcte des chromatides ne sont pas re´unies.
Comment sont re´gule´s ces points de controˆle ? Quelles sont les prote´ines cle´s inter-
venant dans la progression du cycle ? La figure 2.2 introduit le couple cycline/CDK
(CDK=Cycline-Dependent Kinase). Ces complexes prote´iques s’accumulent dans la
cellule au cours des diffe´rentes phases du cycle, et leur activite´ de´termine le passage
des points de controˆle. Nous allons maintenant e´tudier plus en de´tail la dynamique de
re´gulation de ces agents.
2.1.2 Acteurs mole´culaires
Les CDK sont des enzymes de type kinase. Elles activent de multiples cibles par
phosphorylation. Par ce biais, elles agissent sur la synthe`se et/ou l’activite´ des prote´ines
ne´cessaires a` la progression du cycle : enzymes de synthe`se de l’ADN, fuseau de mi-
crotubules, enzymes me´taboliques... Pour eˆtre actives, les CDK doivent, d’une part,
former un complexe avec une cycline donne´e, et d’autre part, eˆtre phosphoryle´es sur
un re´sidu thre´onine proche de son site actif (Thre´onine 160). La phosphorylation sur
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Figure 2.1: Repre´sentation sche´matique
des diffe´rentes phases du cycle cellulaire (G1,
S, G2, M, et cytodie´re`se) et de ses points de
controˆle
Figure 2.2: Points de controˆle du cycle, et
principales prote´ines re´gulatrices
d’autres re´sidus entraˆıne a` l’inverse une inhibition de l’activite´ enzymatique de la CDK.
La figure 2.5 sche´matise un couple cycline/CDK actif. De nombreux types de CDK ont
e´te´ recense´s (11 chez l’homme). De meˆme, il existe au moins une dizaine de cyclines,
dont la fonction est, pour plusieurs d’entre elles, inconnue a` ce jour. Chaque phase
du cycle est caracte´rise´e par l’augmentation de l’activite´ d’un couple cycline/CDK
donne´. La figure 2.4 donne l’e´volution de cette activite´ enzymatique au cours du cycle.
Le passage des diffe´rents points de controˆle requiert une accumulation suffisante de
la cycline/CDK correspondante. Cette ide´e sera reprise et illustre´e plus tard dans la
the`se, notamment dans l’e´laboration de notre mode`le de transition G1/S en hypoxie.
Comment est re´gule´e cette activite´ des complexes cycline/CDK?
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Figure 2.3: Complexe cycline/cdk. Pour
eˆtre actifs, les CDK doivent eˆtre lie´s a` une cy-
cline, et porter un groupement phosphate sur
une thre´onine situe´e a` proximite´ du site actif
(thre´onine 160, en vert). Une phosphorylation
supple´mentaire sur une se´rine ou une thre´onine
peut inhiber son activite´ (en rouge).
Figure 2.4: Roˆle des complexes cycline/cdk. La progression dans le cycle est permise par
un ensemble de couples cycline/CDK, spe´cifiques de chaque phase. Notamment, le passage
des points de controˆle est possible lorsque l’activite´ du complexe correspondant est suffisante
(a` gauche). On peut ainsi repre´senter sche´matiquement, comme ci-dessus (a` droite), les vari-
ations d’activite´ des diffe´rents complexes cycline/cdk au cours du cycle.
2.1.3 Re´gulation de l’activite´ des couples cycline/CDK
L’activite´ des couples cyclines/CDK est re´gule´e par plusieurs me´canismes.
Premie`rement, l’e´quilibre phosphorylation/de´phosphorylation des CDK modifie leur
activite´ enzymatique. La phosphorylation activatrice (proche du site actif) des CDK est
assure´e par une prote´ine nomme´e CAK (CDK-activating Kinase). D’autres prote´ines
kinases peuvent inhiber l’activite´ des CDK en les phosphorylant sur un autre site : c’est
le cas de la prote´ine kinase Wee1. A l’inverse, la phosphatase CDC25 (CDC pour Cell
Division Cycle) supprime le groupement phosphate inhibiteur et active le complexe
cycline/CDK. La figure 2.5 sche´matise ces diffe´rentes interactions. Deuxie`mement,
un groupe de prote´ines nomme´es CDKi (CDK-inhibitors) inactive les complexes cy-
cline/CDK en interagissant avec eux. Deux familles de mole´cules peuvent jouer ce
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roˆle. Les prote´ines CIP/KIP (CDK-Interacting Proteins/Kinase Inhibitory Proteins)
se fixent sur les complexes cycline/CDK et inhibent leur activite´ kinase. C’est le cas
notamment des prote´ines p21, p27, p57. D’autre part, les prote´ines de la famille INK4,
incluant les prote´ines p14 et p16, empeˆchent la formation des complexes cycline/CDK.
La figure 2.6 repre´sente quelques unes des nombreuses interactions entre les com-
plexes cycline/CDK et leurs inhibiteurs (CDKI) et activateurs (CDC25). Enfin, un
troisie`me me´canisme assure la re´gulation de l’activite´ des complexes cycline/CDK : la
de´gradation des cyclines. Une des particularite´s de ces prote´ines, et qui leur vaut leur
nom, est de voir leur niveau intracellulaire varier au cours du cycle. Ainsi, la cycline D
s’accumule en phase G1 et disparaˆıt en phase S, la cycline E est pre´sente lors de la tran-
sition G1/S, la cycline B entre la phase G2 et la mitose... Un des me´canismes guidant
ces fluctuations est l’adressage des cyclines au prote´asome par ubiquitination. Cette
modification chimique est assure´e par des complexes prote´iques comportant notam-
ment des ligases E-3, ajoutant des groupements ubiquitine aux cyclines. Ces complexes
sont active´s se´quentiellement au cours du cycle. Par exemple, le groupement APC
(Anaphase Promoting Complex) de´grade les cyclines lors de l’entre´e en mitose, et SCF
controˆle la transition G1/S en de´gradant notamment la cycline E. La figure 2.7 donne
une repre´sentation sche´matique de ces me´canismes. Cette de´gradation se´quentielle des
cyclines est essentielle a` la progression dans le cycle.
Figure 2.5: Dynamique d’activa-
tion/inhibition de CDK1 par phosphorylation.
La prote´ine activatrice CAK phosphoryle la
CDK sur la the´onine 160, ce qui l’active.
Des prote´ines inhibitrices, comme wee1,
inhibent l’activite´ des cdk en phosphorylant
les enzymes sur la thre´onine 14 ou 15. Ce
phosphate peut eˆtre retire´ par une prote´ine
activatrice, la CDC25.
2.1.4 Points de controˆle
Nous donnerons, dans la suite de ce manuscrit, une description plus comple`te des
e´ve`nements mole´culaires permettant l’entre´e en phase S, et de la manie`re dont cer-
taines contraintes environnementales (en l’occurence, l’hypoxie) jouent sur ce point de
controˆle. Nous nous contenterons donc, pour le moment, et en guise d’exemple, de don-
ner une description rapide du me´canisme mole´culaire pre´sidant a` la transition G1/S.
Ce dernier est illustre´ sur la figure 2.8. Un facteur externe, typiquement un facteur de
croissance, active le couple cycline D/CDK4. Cette dernie`re phosphoryle la prote´ine
Rb, ce qui libe`re le facteur de transcription E2F. Ce dernier stimule ensuite l’expression
de nombreuses prote´ines, dont les enzymes de re´plication de l’ADN, et la cycline E.
Celle-ci forme un complexe avec la CDK2, et libe`re a` son tour E2F, cre´ant une boucle
de re´troaction positive. Lorsque l’activite´ des cyclines est suffisante, la cellule passe le
point de controˆle et rentre irre´versiblement en phase S.
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Figure 2.6: Repre´sentation sche´matique des interactions entre quelques agents du cycle
cellulaire. Les complexes cycline/CDK permettent la progression dans le cycle. Leur activite´
est re´gule´e positivement ou ne´gativement par diffe´rentes familles de prote´ines. Les CDC25
(phosphatases) activent les CDK par de´phosphorylation. La famille CIP/KIP inhibe les com-
plexes cycline/CDK en s’y liant, et la famille INK empeˆche leur formation.
Cette transition G1/S peut eˆtre influence´e par des facteurs externes, comme, par
exemple, la de´tection de dommages a` l’ADN. La prote´ine p53 peut alors soit initier
l’apoptose, soit activer les voies de re´paration de l’ADN et arreˆter le cycle en phase G1.
Pour ce faire, elle induit la synthe`se de la prote´ine p21, une CKI inhibant l’activite´ du
complexe cycline E/CDK2. La cellule ne peut alors plus franchir le point de controˆle,
et reste bloque´e en phase G1.
2.2 HIF-1α : roˆles et re´gulation
2.2.1 Effets de HIF-1α a` l’e´chelle mole´culaire
Le facteur de transcription HIF-1 est un modulateur puissant de l’expression ge´ne´tique.
Il influe sur l’expression d’environ 1% des ge`nes chez l’homme [2]. Premie`rement, HIF-1
conduit un changement me´tabolique, en favorisant la glycolyse par rapport a` la respi-
ration mitochondriale. Pour ce faire, il stimule l’expression de transporteurs du glucose
(Glut-1), et des enzymes du me´tabolisme glycolytique [24, 44]. HIF-1 inhibe e´galement
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Figure 2.7: Me´canisme de re´gulation du
cycle par de´gradation des cyclines. Des com-
plexes contenant la ligase E3 ubiquitinent les
cyclines au cours du cycle, ce qui induit leur
de´gradation par le prote´asome
Figure 2.8: Repre´sentation sche´matique
des e´ve`nements mole´culaires de la transition
G1/S.
l’activite´ mitochondriale en induisant la synthe`se de la Pyruvate De´shydroge´nase Ki-
nase 1 (PDK1) [44]. Deuxie`mement, le facteur de transcription HIF-1 stimule la synthe`se
de divers facteurs angioge´niques, tels que le VEGF [24]. Dans les cellules productrices
des globules rouge, il stimule e´galement l’expression de l’EPO, ainsi que de prote´ines
implique´es dans le me´tabolisme du fer (transferrine) [24]. Enfin, HIF-1 est implique´e
dans un re´seau complexe de re´gulation de la prolife´ration et de l’apoptose. Il semble en
effet que la prote´ine puisse eˆtre pro-apoptotique ou anti-apoptotique, selon le type de
cellule et les conditions environnementales [45]. La revue de litte´rature pre´sente´e par
Sermeus et al. (2011) [46] permet de faire le point sur l’ensemble des interactions con-
nues entre HIF-1 et les re´seaux lie´s a` l’apoptose. Les auteurs en dressent un bilan qu’ils
expriment en terme de balance apoptose/survie (figure 2.9). Lorsque HIF-1 domine, la
cellule tend a` re´sister a` l’apoptose, voire a` prolife´rer. Lorsque p53 prend le dessus, elle
entre en apoptose.
Mole´culairement, cet e´quilibre est alors re´gule´ par un re´seau complexe d’interac-
tions, encore mal comprises, impliquant HIF-1 et les voies de l’apoptose : p53 [46],
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Figure 2.9: Equilibre survie/apoptose en fonction de l’intensite´ de l’e´pisode hypoxique. La
transition entre un phe´notype survie/prolife´ration et un phe´notype arreˆt du cycle/apoptose
de´pend, selon ce mode`le, de l’e´quilibre entre p53 et HIF-1α. Tire´ de Sermeus et al. [46]
famille Bcl-2 [2] etc.
2.2.2 Interactions avec le cycle cellulaire
Outre l’e´quilibre survie/apoptose, HIF-1 influe sur l’e´quilibre prolife´ration/arreˆt
du cycle. Comme nous l’avons note´ en introduction, la facteur de transcription est
en effet connu pour influer positivement ou ne´gativement sur la dynamique du cycle
cellulaire. A l’e´chelle mole´culaire, il apparaˆıt que HIF-1 stimule la synthe`se de facteurs
de croissance. D’autre part, la prote´ine interagit de manie`re complexe avec les prote´ines
du cycle. Elle inhibe notamment la transition G1/S, via une diminution de l’activite´ de
la cycline E [47–49]. Il est possible que cette action sur le cycline E passe par l’activation
d’inhibiteurs de cyclines, comme les prote´ines p21 ou p27 [3, 47, 50]. Alarcon et al.
(2004) [49] ont mis au point un mode`le de la transition G1/S en hypoxie utilisant
ce dernier re´sultat. Les auteurs utilisent en outre ce mode`le afin d’expliquer l’entre´e
en quiescence facilite´e des cellules tumorales sous hypoxie. Or, l’activation de p27 en
hypoxie est controverse´e ; en conse´quence, son lien avec l’arreˆt du cycle en phase G1
l’est tout autant [6, 51]. Ce mode`le de la dynamique du point de controˆle pre´ce´dant la
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phase S n’est donc pas totalement satisfaisant. En revanche, l’action inhibitrice de HIF-
1α sur la cycline D est bien atteste´e [52, 53]. Un mode`le plus satisfaisant et ge´ne´ral de
l’effet de HIF-1α sur le cycle cellulaire, et en particulier sur la transition G1/S devrait
donc prendre en compte cette observation expe´rimentale.
2.2.3 Liens avec la carcinogene`se
La recension des ge`nes cibles de HIF-1α donne des indications sur le roˆle du facteur
de transcription dans la tumorigene`se. Comme nous l’avons note´ en introduction, HIF-
1α est sur-exprime´ dans la plupart des cancers, soit par l’effet de mutations de´re´gulant
sa de´gradation, soit du fait du micro-environnement tumoral. De fait, les prote´ines
induites par HIF-1α sont pre´sentes en grandes quantite´ dans les cellules tumorales
[39]. La revue de litte´rature re´alise´e par Kunz et al. (2003) [14] recense quelques ef-
fets mole´culaires de HIF-1α favorables a` la tumorigene`se. Ainsi, l’activation des voies
angioge´niques est favorable a` la croissance cance´reuse, puisque la ne´o-vascularisation
permet d’augmenter l’apport de nutriments aux cellules. D’autre part, en favorisant le
passage d’un me´tabolisme ae´robie a` un me´tabolisme glycolytique, HIF-1 participe a` la
mise en place des caracte´ristiques classiques des cellules tumorales. Kunz et al. (2003)
[14] notent aussi l’influence possible de HIF-1 sur les liens entre les cellules et la matrice
extra-cellulaire. Notamment, en diminuant l’expression de E-cadherine, HIF-1 limite
la stabilite´ tissulaire, et favorise donc la prolife´ration cellulaire. Cette prolife´ration
est aussi favorise´e par l’activation de facteurs mitoge`nes, lie´s a` la famille MAPK. La
sur-expression de HIF-1α dans les tumeurs favorise aussi la synthe`se de prote´ines anti-
apoptotiques, comme Bcl-xL [54], ou MdM2 [55]. D’autres auteurs, comme Alarcon
et al. (2004) [49], ont e´galement note´ que les cellules cance´reuses semblent entrer plus
facilement en quiescence sous hypoxie que les cellules saines. Cette entre´e en quiescence
soustrait les cellules a` l’apoptose induite par les agents chimiothe´rapeutiques, et limite
donc l’efficacite´ des the´rapies [56]. D’autre part, l’hypoxie intermittente est e´galement
connue pour favoriser la se´lection de phe´notypes re´sistants et invasifs [18, 19]. Notam-
ment, la fre´quence des mutations cellulaires augmente avec le nombre de cycles [20].
En outre, plus de 200 ge`nes sont induits spe´cifiquement par l’hypoxie cyclique [21].
2.2.4 Re´gulation de HIF-1α : aspects biologiques
Induction de HIF-1α en hypoxie
Comme nous l’avons note´ en introduction, HIF-1α s’accumule de manie`re significa-
tive dans la cellule lorsque la pression d’oxyge`ne dans la cellule passe sous la barre
des 1% [33]. La cine´tique de cette induction est bien connue. Le niveau de la prote´ine
augmente rapidement, pour atteindre un maximum apre`s un laps de temps variant
de 1 a` 5 heures selon le tissu conside´re´ [1]. Puis, la concentration cellulaire de HIF-1α
diminue progressivement, jusqu’a` rejoindre un niveau d’e´quilibre [57, 58]. La figure 2.10
donne un exemple de mesure expe´rimentale de l’e´volution de l’abondance de HIF-1α,
re´alise´e par Kamat et al. (2007) [57]. Les auteurs suivent par western blot l’e´volution de
l’abondance de HIF-1α dans des cellules MCF-7 soumises a` un e´pisode hypoxique. Une
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Figure 2.10: Cine´tique d’accumulation de
HIF-1α lors d’un e´pisode hypoxique. Les
diffe´rentes courbes correspondent a` des types
cellulaires distincts. Tire´ de Kamat et al.(2007)
[57].
fois stabilise´, HIF-1α se dime`rise avec HIF-1β pour ge´ne´rer un facteur de transcription
actif.
Effets mole´culaires de la re´oxyge´nation
Les effets de la re´oxyge´nation sur la concentration de HIF-1α et de ses ge`nes cibles
sont bien e´tudie´s depuis quelques anne´es. Comme nous l’avons souligne´ en introduction,
a` l’e´chelle cellulaire, la re´oxyge´nation est connue pour induire l’apoptose. Wang et al.
(2012) [59] ont montre´ que cette apoptose induite par le retour brutal a` la normoxie e´tait
du a` HIF-1α. De manie`re plus ge´ne´rale, l’e´tude de Martinive et al. (2009) [60] de´montre
que les cycle hypoxie/re´oxyge´nation amplifient l’accumulation de HIF-1α par rapport
a` un simple e´pisode hypoxique. Ce re´sultat confirme les e´tudes par Yuan et al. (2008)
[61] et Dewhirst et al. (2007) [62]. L’e´tude de Conde et al. (2012) [23] montre, d’autre
part, l’existence d’une instabilite´ de son abondance cellulaire apre`s la fin d’un e´pisode
hypoxique. Le niveau de la prote´ine baisse rapidement, puis augmente pour atteindre
un niveau maximal 3h plus tard, similaire a` celui observe´ dans une situation d’hypoxie.
Ces auteurs ont e´galement mis en e´vidence la sur-expression de ge`nes de´pendant de
HIF-1, codant des prote´ines telles que le VEGF, l’EPO ou les PHD. De meˆme, Luo
et al. (2010) [63] ont de´montre´ que la prote´ine MICA, dont la synthe`se est place´e
sous le controˆle de HIF-1, est fortement induite par la re´oxyge´nation, sugge´rant une
forte activite´ du facteur de transcription suite au retour a` la normoxie. D’une manie`re
plus ge´ne´rale, il a e´te´ mis en e´vidence que la re´oxyge´nation induisait l’expression de
plus de 200 ge`nes spe´cifiques [21]. Il existe donc une re´ponse spe´cifique du niveau et
de l’activite´ de HIF-1α a` la re´oxyge´nation. Afin de tenter de comprendre ces donne´es
expe´rimentales, il apparaˆıt ne´cessaire de se pencher sur les me´canismes mole´culaires de
la re´gulation de HIF-1α.
Me´canismes de re´gulation du niveau de HIF-1α
Les premiers re´sultats donnant des indications sur les me´canismes de re´gulation de
HIF-1α datent de l’e´tude de Maxwell et al. (1999) [64]. Leurs auteurs ont montre´ qu’en
normoxie, HIF-1α et la prote´ine pVHL interagissaient, et que cette interaction e´tait
ne´cessaire a` la de´gradation du facteur de transcription par le prote´asome. Depuis, la
compre´hension des me´canismes de re´gulation de HIF-1α s’est conside´rablement affine´e.
2.2 HIF-1α : roˆles et re´gulation 23
Cavadas et al. (2013) [34] ont re´cemment dresse´ un bilan des connaissances sur le re´seau
mole´culaire en jeu. La figure 2.11 en donne une premie`re vue simplifie´e. La base de
la re´gulation repose sur l’activite´ d’enzymes, les PHDs (Prolyl-Hydroxylase Domain).
Celles-ci sont active´es en pre´sence d’oxyge`ne ; elles hydroxylent alors la prote´ine HIF-
1α. Cette modification chimique conduit a` la formation d’un complexe avec pVHL,
ce qui me`ne a` son ubiquitination et a` sa de´gradation par le prote´asome. En hypoxie,
l’action des PHDs est re´duite, et HIF-1α s’accumule dans la cellule. La prote´ine peut
alors s’associer a` l’unite´ β, synthe´tise´e de manie`re constitutive, pour former le facteur
de transcription HIF-1. En outre, il a e´te´ montre´ que l’hydroxylation de HIF-1α par
une autre d’enzyme (FIH : Factor Inhibiting HIF-1) limitait sa liaison au complexe
p300/CSB, ce qui inhibe son activite´ ge´ne´tique. La figure 2.12 donne un aperc¸u plus
pre´cis des re´actions biochimiques en jeu. Elle met ainsi en e´vidence l’existence de
nombreuses re´troactions. Notamment, les ge`nes codant pour les PHDs sont porteurs
d’un HRE (HIF-1 Responsive Element). En conse´quence, leur expression est stimule´e
par HIF-1, ce qui conduit a` une re´troaction ne´gative sur le facteur de transcription. Ce
sche´ma pre´sente e´galement le me´rite de spatialiser la dynamique de la re´gulation. Celle-
ci affiche en effet une compartimentation noyau/cytoplasme. HIF-1 peut eˆtre de´grade´e
dans les deux espaces [65], et transiter de l’un a` l’autre [66].
Notons qu’outre cette re´gulation du niveau de HIF-1α, l’action du facteur de tran-
scription HIF-1 peut e´galement eˆtre module´e en jouant sur la liaison des sous-unite´s
α et β [67], ou sur l’intervention de prote´ines ne´cessaires a` son activite´ ge´ne´tique
[34]. D’autre part, HIF-1α n’est pas la seule prote´ine capable de s’associer a` HIF-1β.
Des prote´ines de se´quence proches, HIF-2α et HIF-3α jouent e´galement un roˆle dans la
re´ponse cellulaire a` l’hypoxie [24, 29]. Cependant, dans cette the`se, nous ne´gligerons ces
aspects, et nous concentrerons principalement sur la question du niveau intra-cellulaire
de HIF-1α.
Figure 2.11: Repre´sentation sche´matique de la re´gulation de HIF-1α en normoxie (A) et
en hypoxie (B). Tire´ de Cavadas et al. (2013) [34]
2.2.5 Re´gulation de HIF-1α : mode`les mathe´matiques
Plusieurs mode`les mathe´matiques de´crivant la re´gulation mole´culaire de la con-
centration et de l’activite´ de HIF-1α ont e´te´ propose´s. Ils cherchent a` expliquer les
principales caracte´ristiques de l’accumulation de la prote´ine dans des conditions d’hy-
poxie [34]. Les premiers travaux en ce sens ont e´te´ re´alise´s par Kohn et al. (2004) [68].
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Figure 2.12: Biochimie de la re´gulation de HIF-1α. Tire´ de N’Guyen et al. (2013) [67]
Ils se centrent, dans la plupart des cas, sur l’action oxyge`ne-de´pendante des PHDs.
Diffe´rentes boucles de re´troactions sont prises en compte dans ces travaux : synthe`se de
PHD sous controˆle de HIF-1 [68], inhibition des PHDs par le succinate [69]. Le mode`le
de N’Guyen et al. (2013) inclut en outre l’influence de l’enzyme FIH sur l’activite´ tran-
scriptionnelle de HIF-1 [67]. De manie`re ge´ne´rale, toutes ces de´marches conside`rent
un grand nombre d’acteurs biomole´culaires pour obtenir des re´sultats biologiquement
pertinents. L’identification des interactions mole´culaires cruciales pour expliquer les
observations expe´rimentales reste de´licate. De fait, certains auteurs, comme Heiner et
al. (2010) ont re´alise´ une analyse structurelle, dans le but d’identifier les interactions
responsables du comportement de type interrupteur (switch-like) et d’extraire ainsi le
cœur du re´seau mole´culaire de re´gulation de HIF-1α. Un des enjeux de la mode´lisation
mathe´matique de la re´gulation de HIF-1α est donc de mettre en œuvre une approche a`
la fois simple et satisfaisante du point de vue biologique. Un tel mode`le devra en outre
prendre en compte la compartimentation noyau/cytoplasme de la de´gradation de HIF-
1α. Des e´tudes re´centes, telle que celle mene´e par Moroz et al. (2009) [58] soulignent
en effet l’importance de cette dynamique spatiale dans la re´gulation de la prote´ine.
2.3 Les mole´cules inductrices de HIF-1α
Plusieurs mole´cules sont couramment utilise´es pour mimer l’hypoxie en induisant
l’accumulation de HIF-1α. Parmi elles, on trouve le chlorure de coblat (CoCl2) ou la
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desferrioxamine (DFO). Ces mole´cules sont largement utilise´es pour les perturbations
qu’elles induisent dans l’activite´ des prote´ines de´pendantes du fer. Le Co remplace
le fer dans son site de fixation, et le DFO est un che´lateur du fer. Dans les deux
cas, la de´gradation de HIF-1α est inhibe´e. En effet, l’hydroxylation de HIF-1α se fait
en pre´sence de fer. Si ce dernier n’est pas disponible, HIF-1α n’est pas ubiquinite´e
et s’accumule dans la cellule. Ces mole´cules sont e´galement utilise´es pour leurs effets
anti-cancer, notamment via les blocages du cycle qu’elles induisent [70, 71]. D’une
manie`re ge´ne´rale, si ces agents chimiques provoquent effectivement une augmentation
du niveau d’expression intra-cellulaire de HIF-1α, ils ont e´galement de nombreux autres
effets [72]. Notamment, ils sont connus pour induire l’apoptose [73] et l’arreˆt du cycle
cellulaire via des interactions complexes avec ses prote´ines re´gulatrices [71].
CoCl2 et DFO sont certainement les mole´cules les plus utilise´es pour simuler l’hy-
poxie [74]. En conse´quence, leur effets biologiques sont relativement bien e´tudie´s. Elles
promeuvent toutes les deux l’apoptose quand leur concentration est suffisamment haute
[73, 75, 76]. Cependant, CoCl2 semble induire une augmentation de la viabilite´ pendant
les premie`res 6 a` 8 heures de traitement [45, 77]. La prolife´ration cellulaire en pre´sence
de ces agents a e´te´ teste´e en utilisant diffe´rentes ligne´es. Dai et al. (2012) [75] ont
montre´ qu’en pre´sence de CoCl2, la croissance des populations de cellules PC-2 e´tait
stimule´e pendant 72h. Puis, une inhibition de´pendante de la dose se manifeste, accom-
pagne´e d’une augmentation de la mort cellulaire. D’une manie`re plus ge´ne´rale, CoCl2 et
DFO sont connues pour inhiber la prolife´ration [74]. Cependant, leur influence pre´cise
sur le cycle cellulaire apparaˆıt comme tre`s variable. En pre´sence de CoCl2, plusieurs
e´tudes reportent un arreˆt en phase G1 [74, 78], ou en phase G2 [79]. Dans le cas de
DFO, un grand nombre d’e´tudes concluent a` un blocage en phase G1 ou en phase S,
selon la dose et le type cellulaire utilise´ [74, 80–82]. Un article re´cent par Siriwardana
et al. (2013) [83] a pu pre´cise´ment diffe´rencier un arreˆt en G1 et un arreˆt en S. En
outre, certains auteurs ont note´ l’existence d’un arreˆt du cycle en phase G2 [71, 84].
Clairement, les effets de DFO et de CoCl2 sur le cycle de´pendent donc e´troitement de
la concentration en agent chimique, du temps d’exposition, et de la ligne´e cellulaire
utilise´e. L’e´tude de leurs effets sur le cycle est loin d’eˆtre parfaitement comprise ; or, les
proprie´te´s anti-cancer de ces mole´cules rendent cette compre´hension ne´cessaire pour la
mise au point de the´rapies novatrices.
2.4 Les cellules FUCCI : un outil pour explorer la
dynamique du cycle cellulaire
2.4.1 Les outils d’e´tude du cycle
Une des techniques les plus classiques d’analyse du cycle cellulaire est offerte par la
cytome´trie en flux. Cette me´thode permet d’e´tudier plusieurs caracte´ristiques physiques
de cellules isole´es entraˆıne´es par un flux liquide : taille, granularite´, fluorescence. L’utili-
sation de la cytome´trie pour la quantification de la dynamique de prolife´ration passe par
un marquage des cellules permettant de diffe´rentier les phases du cycle. Une technique
couramment utilise´e est le marquage de l’ADN par une mole´cule se liant spe´cifiquement
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a` la double he´lice (DAPI, Hoechst, Brdu...). La mesure du niveau de fluorescence per-
met alors de de´terminer la phase du cycle dans laquelle se trouve chaque cellule. En
G0 et G1, on en a une quantite´ q ; en G2, 2q, et en S, entre q et 2q. En appliquant ce
principe a` une grande population de cellules, on peut arriver a` de´terminer la proportion
de cellules dans les diffe´rentes phases du cycle.
Il est e´galement possible d’analyser la dynamique de prolife´ration en imagerie bi-
ologique, par marquage de prote´ines caracte´ristiques d’une phase donne´e. Par exem-
ple, un marquage dirige´ contre des cyclines permet de visualiser la progression du
cycle cellule a` cellule. A l’e´chelle d’une population, la suivie par western blot du con-
tenu prote´ique (cycline, cdk...) permet d’obtenir des informations sur des modifications
globales du cycle cellulaire. Cependant, aucune de ces techniques n’offre la possibilite´
d’une quantification pre´cise de la dynamique de prolife´ration in vivo ou sur des cellules
prolife´rantes.
2.4.2 Les cellules FUCCI : bases biologiques
Les cellules FUCCI (Fluorescent Ubiquitination-Based Cell Cycle Indicator) con-
stituent une ligne´e cellulaire re´cemment cre´e´e a` partir de cellules HeLa [85]. Ce syste`me
tire partie d’un couple de prote´ines oscillantes, la cdt1 et la geminine, couple´es a` des
fluorophores (Kusabira Orange et Vert Azami). La figure 2.13 montre le re´seau de
re´gulation simplifie´ des prote´ines cdt1 et geminin. L’inhibition du complexe SCF en
phase G1 conduit a` l’accumulation de cdt1. Puis, en phase S et G2, celle-ci est progres-
sivement de´grade´e, et l’inhibition du complexe APC induit l’accumulation de geminine.
Figure 2.13: Sche´ma de re´gulation des prote´ines cdt1 et geminine au cours du cycle. Tire´
de Sakaue-Sawano et al. (2008) [85]
Ces deux prote´ines sont donc de bon marqueurs oscillants permettant de discriminer
les diffe´rentes phases du cycle. Une construction ge´ne´tique, pre´sente´e sur la figure 2.14
permet alors de coupler la cdt1 avec le Kusabira Orange, fluorescent dans le rouge, et
la geminine avec le Vert Azami, fluorescent dans le vert.
De ce fait, le cycle peut eˆtre suivi par la mesure de la fluorescence des noyaux
cellulaires. La figure 2.15 illustre l’e´volution paralle`le des niveaux prote´iques et de la
fluorescence nucle´aire au cours de la progression dans le cycle.
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Figure 2.14: Construction ge´ne´tique couplant la cdt1 et la geminine au Kusabira Orange
et au Vert Azami.
Figure 2.15: Evolution paralle`le des niveaux prote´iques (cdt1 et geminine) et de la fluo-
rescence nucle´aire au cours du cycle cellulaire.Tire´ de [86]
La figure 2.16 offre une autre repre´sentation du lien entre la fluorescence et le cycle
cellulaire : chaque phase est caracte´rise´e par une e´mission particulie`re dans deux canaux
(rouge et vert). Ainsi, la mesure de la fluorescence de chaque cellule doit permettre
d’analyser la progression dans le cycle.
La figure 2.17 montre l’image en microscopie de fluorescence de deux champs d’une
culture de cellules HeLa-FUCCI. Elle a e´te´ acquise suivant le protocole d’imagerie
de´crit dans l’annexe A. On distingue clairement les phases G1, S, G2 et M. On note
aussi la pre´sence de cellules non-fluorescentes, qui sont en de´but de phase G1, ou non
cyclantes. On les nomme, par commodite´, G0. Le syste`me FUCCI permet donc de
quantifier pre´cise´ment l’avance´e dans la phase G1, ce que ne permettent pas de faire
les me´thodes de cytome´trie en flux, comme le rappellent Carlier et al. (2014) [87].
Une autre spe´cificite´ des cellules HeLa-FUCCI est la possibilite´ d’imager la progres-
sion du cycle dans le temps. La figure 2.11 donne a` voir l’e´volution de la fluorescence
dans le temps pour un champs donne´. On y observe nettement plusieurs transitions
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Figure 2.16: Fluorescence nucle´aire des
cellules FUCCI et progression dans le cycle.
Tire´ de [85]
Figure 2.17: Imagerie de cellules HeLa-FUCCI prolife´rantes re´alise´e en microscopie de
fluorescence. La mesure de la fluorescence rouge (Texas Red) et verte (Alexa-Fluor 488)
permet de diffe´rentier les phases du cycle cellulaire
G1/S, S/G2, G2/M et M/G1.
2.4.3 Utilisation des cellules FUCCI
Bien qu’encore peu re´pandues, les cellules HeLa-FUCCI ont e´te´ utilise´es ces dernie`res
anne´es dans diffe´rentes e´tudes. Kaida et al. (2011) [88] s’appuient sur cette ligne´e cel-
lulaire pour de´montrer l’effet de drogues anti-tumorales sur le cycle cellulaire. Elles ont
e´galement e´te´ utilise´es en biologie cellulaire, dans le cadre d’une e´tude sur la cycline I
mene´e par Nagano et al. (2013) [89]. Le syste`me FUCCI a e´galement e´te´ transpose´ sur
2.4 Les cellules FUCCI : un outil pour explorer la dynamique du
cycle cellulaire 29
Figure 2.18: Evolution de la fluorescence de cellules HeLa-FUCCI au cours du temps,
pendant 10h. Cette se´rie d’images a e´te´ re´alise´e en microscopie de fluorescence, selon le
protocole de´crit dans l’annexe A
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d’autres types de cellules. Carlier et al. (2014) [87] l’a ainsi mis en place sur des cellules
pancre´atiques β. Zieke et al. (2014) [90] l’ont inte´gre´ a` diffe´rentes ligne´es cellulaires de
drosophiles. Enfin, les cellules FUCCI sont prometteuses en tant qu’outil de quantifica-
tion in vivo de la prolife´ration. Ainsi, Sugiyama et al. (2009) [91] ont pu mettre en place
une ligne´e de zebrafishs porteurs du syste`me FUCCI. Cela leur a permis d’analyser la
dynamique de prolife´ration lors du de´veloppement embryonnaire.
2.5 De´marche de la the`se
Cette the`se se propose d’apporter quelques contributions a` l’e´tude de la re´ponse
cellulaire a` l’hypoxie, en utilisant des outils de mode´lisation mathe´matique et les po-
tentialite´s expe´rimentales offertes par les cellules FUCCI. Dans un premiers temps, nous
nous attacherons a` e´tablir un mode`le de la transition G1/S sous hypoxie. L’article que
nous avons publie´ dans Mathematical Biosciences [92] servira de base a` la pre´sentation
de ce travail. L’ide´e ge´ne´rale ayant guide´ notre de´marche repose sur une ame´lioration
du mode`le propose´ par Alarcon et al. (2004) [49]. Nous avons notamment cherche´ a`
e´tablir une description biologiquement plus ade´quate des e´ve´nements mole´culaires a`
l’œuvre. En effet, comme nous l’avons vu, le travail d’Alarcon et al. pre´sente plusieurs
de´fauts conceptuels qui affectent son niveau de ge´ne´ralite´ et sa pertinence explicative,
notamment concernant les spe´cificite´s des cellules tumorales face au stress hypoxique.
Nous montrerons notamment comment l’inhibition de la cycline D par HIF-1α permet
de proposer un me´canisme pour le blocage du cycle d’une part, mais e´galement pour
l’e´mergence de re´sistances induites par l’hypoxie dans les cellules tumorales.
Dans un second temps, nous aborderons la question sous un angle expe´rimental. Le
but sera alors de tester l’utilite´ des cellules FUCCI dans l’e´tude de la re´ponse cellulaire a`
l’hypoxie. Apre`s avoir montre´ que la sensibilite´ des fluorophores a` la pression d’oxyge`ne
rendait de´licate l’analyse de la dynamique du cycle, nous avons choisi d’e´tudier l’effet
de mole´cules che´latrices du fer, couramment utilise´es comme inductrices de HIF-1α,
et donc comme mole´cules mimant l’hypoxie. Les re´sultats obtenus seront pre´sente´s au
sein de l’article publie´ dans Journal of Cell Biology and Cell Metabolism [93]. Nous
mettons notamment en e´vidence des effets originaux de CoCl2 et DFO sur le cycle
cellulaire des cellules HeLa-FUCCI. D’autre part, si l’e´tude de l’influence de l’hypoxie
sur la dynamique de prolife´ration est de´licate a` mener, il est tout a` fait possible d’anal-
yser les effets de la re´oxyge´nation. Le suivi de la fluorescence des cellules FUCCI apre`s
un cycle hypoxie/normoxie nous a permis de mettre en e´vidence un ralentissement de
la phase S. Ce re´sultat e´claire les donne´es de la litte´rature de´crivant l’activation des
voies de re´paration de l’ADN lors d’un retour a` la normoxie. Enfin, une re´ve´lation im-
munocytochimique de HIF-1α, induite par DFO, a donne´ a` voir une grande variabilite´
de la distribution intra-cellulaire du facteur de transcription. Or, comme nous l’avons
note´ pre´ce´demment, la compartimentation nucle´o-cytoplasmique de HIF-1α joue un
roˆle important dans sa re´gulation.
Cette dernie`re observation expe´rimentale, ainsi que celles obtenues en conditions
de re´oxyge´nation, nous a donc conduit a` nous inte´resser, dans un troisie`me temps, aux
me´canismes de la re´gulation mole´culaire de HIF-1α. Cette dernie`re partie de la the`se
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s’organise autour d’un article que nous avons publie´ dans Plos One [94] Nous avons
cherche´ a` e´tablir un mode`le de´crivant les aspects mole´culaires du controˆle du niveau
intra-cellulaire de HIF-1α. Comme nous l’avons vu, les mode`les existants utilisent un
grand nombre d’acteurs mole´culaires et de re´troactions pour parvenir a` de´crire les prin-
cipales caracte´ristiques de la re´ponse mole´culaire a` l’hypoxie. Notre travail s’est place´
dans une optique de minimisation des interactions, et dans un contexte de comparti-
mentation de HIF-1α. Notre mode`le est ainsi centre´ sur deux acteurs principaux (pVHL
et HIF-1α), avec une boucle de re´troaction (synthe`se de pVHL sous le controˆle de
HIF-1α). Ces deux mole´cules sont prises dans une navette nucle´o-cytoplasmique. Nous
montrons que cette description relativement simple explique les donne´es expe´rimentales
classiques concernant l’induction et la de´gradation de HIF-1α. D’autre part, nous avons
pu simuler les effets de la re´oxyge´nation, ce qui nous a permis de caracte´riser une
instabilite´ de l’activite´ de HIF-1α inte´ressante au regard des donne´es expe´rimentales
re´centes. Enfin, nous avons comple´te´ cette troisie`me partie par une e´tude expe´rimentale
de la compartimentation de HIF-1α. Comme le syste`me FUCCI offre la possibilite´
d’e´tudier la dynamique du cycle cellule a` cellule, en condition de prolife´ration, nous
avons pu coupler les donne´es de fluorescence (rouge et verte) a` un marquage immuno-
cytochimique dirige´ contre HIF-1α (re´ve´lation a` la peroxydase). Par ce protocole, il
a e´te´ possible d’obtenir, sur un grand nombre de cellules, a` la fois les informations
concernant le cycle cellulaire et la localisation nucle´aire ou cytoplasmique du facteur
de transcription. Nous avons ainsi pu rechercher une e´ventuelle corre´lation entre ces
deux variables. Il est apparu que la localisation de HIF-1α n’e´tait que tre`s faiblement
corre´le´e a` la progression dans le cycle. Elle est donc certainement lie´e a` une variabilite´
inter-cellulaire non connue a` ce jour.
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3
Hypoxie et cycle cellulaire : approche
mathe´matique
3.1 Introduction
3.1.1 Mode´lisation du cycle cellulaire
Nous avons rappele´, dans l’introduction, quelques donne´es de base concernant la
connaissance de la re´gulation mole´culaire du cycle cellulaire. Le nombre important d’ac-
teurs engage´s dans ce re´seau, et les relations complexes de re´troactions qui les lient en
font un domaine de choix pour les approches mathe´matiques. De fait, la mode´lisation
du cycle cellulaire est un domaine phare de la biologie computationnelle depuis les
anne´es 1990. L’e´lucidation des voies de signalisation mole´culaires controˆlant la dy-
namique de la prolife´ration ont servi de base a` la formulation de nombreux mode`les
mathe´matiques. Comme note´ dans la revue de Csikasz-Nagy (2009) [95], ces mode`les
tentent de reconstituer l’e´volution temporelle du niveau intracellulaire des prote´ines
du cycle. Pour ce faire, ils utilisent une se´rie plus ou moins exhaustive d’Equations
Diffe´rentielles Ordinaires de´crivant les relations d’activation/inhibition tisse´es entre les
diffe´rents acteurs du cycle : cyclines, CDCs, CDKs. L’accent est notamment mis sur
la mode´lisation des transitions irre´versibles, telles que la transition entre les phases
G1 et S du cycle. Les travaux de Novak et Tyson font re´fe´rence sur ce point [96, 97].
La transition G1/S y est traite´e comme un changement brutal (switch) des niveaux
d’expression d’une cycline et de son inhibiteur : la premie`re de´passe un certain seuil et
la seconde passe en dessous d’une concentration critique. La phase G1 s’ache`ve lorsque
cet interrupteur mole´culaire se de´clenche. Notons ici que dans un souci d’alle´gement
du texte, “cycline” re´fe`re en re´alite´ au complexe cycline/cdk, qui seul posse`de l’activite´
enzymatique.
Dans ce cadre, le cœur du cycle cellulaire est alors muˆ par un me´canisme de “switch”
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mole´culaire autorisant le passage d’une phase a` la suivante [98]. En guise d’illustration,
la description mathe´matique de la transition G1/S que l’on trouve dans les travaux de
Tyson et Novak peut se mettre sous la forme simplifie´e suivante (voir Alarcon et al
(2004) [49]) . Si x est le niveau d’expression de l’inhibiteur de cycline Cdh1/APC, y
celle d’une cycline (E ou A), et m la masse de la cellule, on a :
dx
dt
=
(k3 + k4A)(1− x)
J3 + 1− x
−
k5myx
J4 + x
(3.1)
dy
dt
= k1 − (k2 + k6x)y (3.2)
dm
dt
= µm(1−
m
m0
) (3.3)
Les ki quantifient des vitesses de re´action chimique, les Ji sont des constantes en-
zymatiques de type Michaelis-Menten, et A un activateur ge´ne´rique. m est la masse de
la cellule, et m0 sa masse a` la fin du cycle. Dans ce cadre, le gain de masse active la
progression du cycle. Le mode`le complet de la transition G1/S de´veloppe´ par Tyson et
Novak [96] prend en compte d’autres activateurs de la synthe`se des cyclines, tels que
le facteur de transcription E2F, active´ par la cycline D. Durant la progression dans la
phase G1, x diminue et y augmente. Lorsque ces deux variables atteignent des valeurs
critiques, le “switch” mole´culaire se manifeste par un changement brutal dans les con-
centrations prote´iques, comme sche´matise´ sur la figure 3.2. Cet e´ve´nement permet le
passage de la transition G1/S.
3.1.2 Hypoxie et cycle cellulaire
L’inte´gration des facteurs environnementaux influenc¸ant la prolife´ration cellulaire
est l’un des de´fis actuels de la mode´lisation mathe´matique du cycle cellulaire [95].
Cependant, peu prennent en compte les parame`tres externes, tels que la tempe´rature,
les proprie´te´s me´caniques du substrat, ou encore l’hypoxie. Or, comme nous l’avons vu
en introduction, ce dernier facteur est crucial dans diverses conditions pathologiques.
Notamment, les cellules tumorales sont soumises a` une hypoxie chronique [14, 99]. Cette
hypoxie induit des phe´notypes plus agressifs, me´tastatiques et re´sistants [13, 54]. En
particulier, si l’hypoxie tend a` entraˆıner l’apoptose dans les cellules prolife´rantes saines,
les cellules tumorales re´sistent a` l’apoptose [13]. L’un des me´canismes pouvant expliquer
ce phe´nome`ne est l’entre´e dans un e´tat quiescent, au sein duquel la cellule interrompt
syste´matiquement son cycle de division [56, 100]. Cet e´tat quiescent permet e´galement
a` la cellule cance´reuse d’e´chapper aux effets de la chimiothe´rapie [56, 101, 102].
Afin d’appre´hender le roˆle de l’hypoxie dans la tumorigene`se, il est ne´cessaire de
comprendre les connexions existant entre les voies de signalisation active´es par le
manque d’oxyge`ne, et les re´seaux mole´culaires re´gulant le cycle cellulaire. Notamment,
quels sont les me´canismes responsables du ralentissement ou de l’arreˆt complet de
la dynamique de prolife´ration ? Comment expliquer les diffe´rences observe´es dans les
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Figure 3.1: Repre´sentation sche´matique du mode`le propose´
par Alarcon et al. (2004) pour la re´gulation de la transition G1/S
en conditions hypoxiques. Extrait de Alarcon et al. (2004), [49].
re´ponses a` l’hypoxie entre les cellules saines et tumorales ? Plusieurs pistes ont e´te´ en-
visage´es. Certaines impliquent la voie p53 [46], ou divers inhibiteurs de kinases [51]. Il
a e´galement e´te´ propose´ que l’hypoxie agisse via la prote´ine p27 [3]. Cette hypothe`se
a servi de base au mode`le baˆti par Alarcon et al. (2004) [49].
3.1.3 Le mode`le d’Alarcon
Alarcon et al. (2004) [49] ont propose´ un mode`le simple expliquant pourquoi les
cellules cance´reuses peuvent entrer en quiescence en conditions hypoxiques, alors que
les cellules saines poursuivent leur cycle. Ce mode`le est pre´sente´ dans la figure 3.1. Selon
leur description, l’hypoxie agit en augmentant l‘’abondance de la prote´ine p27. Cette
dernie`re est un agent inhibiteur du cycle cellulaire : elle empeˆche la phosphorylation de
la prote´ine Rb par le complexe cyclineE/cdk. Cette phosphorylation est ne´cessaire a` la
libe´ration du facteur de transcription E2F, qui re´troagit positivement sur la synthe`se de
la cycline E. Le mode`le simplifie´ propose´ par Alarcon et al ne prend pas explicitement
en compte cette e´tape, et ne conside`re que 4 agents : p27, une cycline, Rb (sous forme
phosphoryle´e ou non phosphoryle´e), et un inhibiteur de la cycline (APC/cdh1). Ce
dernier diminue le niveau de cycline/cdk actif, qui inhibe sa synthe`se en retour. La
phosphorylation de Rb est active´e par la cycline/cdk, dont la vitesse de synthe`se est
augmente´e par le Rb phosphoryle´. Les e´quations donne´es par Alarcon et al. dans le
cas d’une cellule saine s’e´crivent de la manie`re suivante (voir [49]), avec y le niveau
d’expression de la cycline, x d’APC/cdh1, u de Rb non-phosphoryle´, z de prote´ine p27
et m la masse de la cellule :
dx
dt
=
(1 + b3u)(1− x)
J3 + 1− x
−
b4myx
J4 + x
(3.4)
dy
dt
= a4 − (a1 + a2x+ a3z)y (3.5)
dm
dt
= µm(1−
m
m0
) (3.6)
dz
dt
= c1(1−
m
m0
)− c2
P
B + P
z (3.7)
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du
dt
= d1 − (d2 + d1y)u (3.8)
Les ai, bi, ci, di sont des taux de synthe`se et de de´gradation prote´ique, P est la
pression en oxyge`ne, A et B des constantes. On retrouve, dans ce jeu d’e´quation, la
formulation mathe´matique du “switch” mole´culaire dirigeant la transition G1/S (Eqs.
3.2-3.3). Alarcon et al. y adjoignent un senseur de l’hypoxie (la prote´ine p27). Cette
prote´ine voit sa concentration augmente´e en condition d’hypoxie, ce qui inhibe l’activite´
du complexe cycline/cdk.
Les auteurs introduisent en outre une diffe´rence entre les cellules saines prolife´rantes
et les cellules cance´reuses a` travers la de´re´gulation de l’expression de p27. Dans le
cas sain, la concentration de la prote´ine est mise sous controˆle de la croissance cellu-
laire : lorsque la masse augmente, sa vitesse de synthe`se diminue. Dans le cas tumoral,
l’e´quation 3.7 est change´e en :
dz
dt
= c1 − c2
P
B + P
z (3.9)
En comparant les re´sultats nume´riques obtenus avec ces deux mode`les (sains et tu-
moraux), les auteurs e´tablissent une diffe´rence fondamentale de comportement. Dans le
cas sain, la phase G1 est allonge´e sous hypoxie, mais il n’existe pas de valeur de P (pres-
sion d’oxyge`ne) pour laquelle le “switch” n’ope`re pas. Autrement dit, les cellules parvi-
ennent toujours a` passer la transition G1/S. En revanche, dans le cas tumoral, quand
la pression en oxyge`ne est suffisamment faible, le “switch” devient mathe´matiquement
impossible. La cellule interrompt donc de´finitivement son cycle. Pour Alarcon et al,
ce re´sultat illustre la capacite´ des cellules tumorales a` entrer en quiescence lorsque
l’hypoxie est se´ve`re.
Bien que ces re´sultats soient inte´ressants dans le cadre de la compre´hension des
phe´nome`nes de re´sistance tumorale, plusieurs de´fauts conceptuels en rendent la
ge´ne´ralisation difficile. Tout d’abord, la de´re´gulation de la prote´ine p27 est loin d’eˆtre
observe´e dans la majorite´ des cancers [103, 104]. D’autre part, le lien entre p27 et la
re´ponse a` l’hypoxie est elle aussi sujette a` controverse. Plus pre´cise´ment, il n’est pas
certain que cette prote´ine soit ne´cessaire pour conduire a` un arreˆt du cycle sous hypoxie
[51, 105]. Enfin, un mode`le cherchant a` de´crire de manie`re pertinente les interconnex-
ions entre les voies de l’hypoxie et le cycle cellulaire doit s’appuyer sur la prote´ine
HIF-1α, agent cle´ de la re´ponse cellulaire a` la de´ple´tion d’oxyge`ne.
3.2 Un mode`le plus complet
3.2.1 De´marche
Comment mode´liser de manie`re plus ge´ne´rale l’effet de l’hypoxie sur le cycle cel-
lulaire ? Le travail d’Alarcon propose un formalisme inte´ressant, inspire´ de mode`les
mathe´matiques classiques. Cependant, comme nous l’avons dit, les bases biologiques
sur lesquelles il repose ne sont pas consensuelles. Afin de baˆtir une approche plus
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satisfaisante, il nous a semble´ pertinent d’introduire explicitement le facteur de tran-
scription HIF-1α, mole´cule cle´ de la re´ponse cellulaire a` l’hypoxie. La seconde e´tape
est, tout naturellement, d’exploiter les donne´es expe´rimentales disponibles de´crivant
ses interactions avec les prote´ines du cycle cellulaire. L’un des effets mole´culaires de
HIF-1α ayant e´te´ reporte´ concerne la synthe`se de cycline D. Notamment, Wen et al.
(2010) ont observe´, apre`s 24h a` 0,2% d’oxyge`ne, une baisse de 50% du niveau moyen
de cycline D dans la population cellulaire e´tudie´e. En inactivant HIF-1α, ils ont pu
re´tablir le niveau d’expression normoxique de cycline D. Des preuves indirectes de
cette relation d’inhibition ont e´te´ e´galement mises a` jour. Goda et al. (2003) [48, 50]
ont ainsi mis en e´vidence une diminution de la phosphorylation de la prote´ine Rb. Or,
cette e´tape est ne´cessaire a` la libe´ration du facteur de transcription E2F, ce dernier
activant la synthe`se de cycline E. Ce re´sultat est donc cohe´rent avec les nombreuses
observations faisant e´tat d’une inhibition hypoxie-de´pendante de la cycline E [47–49].
L’hypothe`se d’une re´gulation ne´gative de la cycline D par HIF-1α est donc conforte´e
par des arguments convaincants. En conse´quence, nous avons choisi de centrer notre
mode`le sur cette interaction biochimique. La description des effets biologiques de la
cycline D est emprunte´e aux mode`les classiques du cycle cellulaire, et notamment aux
travaux de Tyson et Novak [97] : phosphorylation de Rb et libe´ration de E2F, qui
stimule la synthe`se de cycline E. Celle-ci est alors considere´e comme e´quivalente a` la
cycline ge´ne´rique du mode`le d’Alarcon : c’est l’e´volution de sa concentration qui dirige
l’entre´e en phase S. Le niveau de HIF-1α est re´gule´ par la pression en oxyge`ne selon la
loi mise en e´vidence expe´rimentalement par Jiang et al. (1996) [33] : sa concentration
de´croit exponentiellement lorsque le taux d’oxyge`ne se rapproche de la normoxie. Le
but de ce travail est d’utiliser ces principes simples afin de proposer un me´canisme
d’entre´e en quiescence en conditions hypoxiques. Plus pre´cise´ment, a` la suite du travail
d’Alarcon, il s’agit de mettre en place un mode`le plus ge´ne´ral permettant d’expliquer
un des liens existant entre hypoxie et chimiore´sistance de´pendante de HIF-1α. Notre
de´marche est pre´sente´e en de´tail dans l’article ci-apre`s, publie´ en 2014 dans Mathemat-
ical Biologsciences.
3.2.2 Article : Bedessem B. and Ste´phanou A., A mathemat-
ical model of HIF-1-mediated response to hypoxia on
the G1/S transition, Mathematical Biosciences, 2014,
248 :31-9
Re´sume´
L’hypoxie est connue pour influencer le cycle cellulaire en augmentant la dure´e de
la phase G1, ou en induisant un e´tat quiescent (arreˆt de la prolife´ration cellulaire).
L’entre´e en quiescence permet a` la cellule d’e´chapper a` l’apoptose. Il a e´te´ sugge´re´ que
certaines cellules tumorales aient acquis l’avantage sur les cellules saines d’entrer plus
facilement en quiescence quand les conditions environnementales, telles que la pression
d’oxyge`ne, ne sont pas favorables [49, 100]. Cette capacite´ contribue a` l’apparition de
phe´notypes hautement re´sistants et aggressifs [56].
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Le facteur HIF-1α est un acteur cle´ de la re´ponse cellulaire a` l’hypoxie. Comme les
cellules tumorales sont soumises a` des conditions d’hypoxie chronique, la prote´ine est
pre´sente en plus grande concentration dans les cellules tumorales que dans les cellules
saines. En outre, il a e´te´ montre´ que l’existence de mutations ge´ne´tiques stabilisant
HIF-1α est caracte´ristique de plusieurs types de cancer [106]. Finalement, il a e´te´
sugge´re´ que le niveau intracellulaire de HIF-1α puisse eˆtre relie´ a` l’agressivite´ des
tumeurs [35, 107–109]. Or, jusqu’a` aujourd’hui, les mode`les mathe´matiques de´crivant
la transition G1/S sous hypoxie ne le prennent pas en compte.
En conse´quence, nous proposons un mode`le mathe´matique de la transition G1/S en
hypoxie, qui inte`gre explicitement la voie HIF-1α. Ce mode`le reproduit le ralentisse-
ment de la phase G1 en hypoxie mode´re´e, et l’entre´e en quiescence en cas d’hypoxie
se´ve`re. Nous montrons e´galement que l’inhibition de l’expression de la cycline D par
HIF-1α peut induire la quiescence. Ce re´sultat offre une explication the´orique aux ob-
servations expe´rimentales de Wen et al. (2010) [52]. Ainsi, notre mode`le confirme que
la chimiore´sistance peut eˆtre lie´e, pour une part, a` la re´gulation ne´gative de la cycline
D par HIF-1α.
Abstract
Hypoxia is known to influence the cell cycle by increasing the G1 phase duration or
by inducing a quiescent state (arrest of cell proliferation). This entry into quiescence is
a mean for the cell to escape from hypoxia-induced apoptosis. It is suggested that some
cancer cells have gain the advantage over normal cells to easily enter into quiescence
when environmental conditions, such as oxygen pressure, are unfavorable [49, 100].
This ability contributes in the appearance of highly resistant and aggressive tumor
phenotypes [56].
The HIF-1α factor is the key actor of the intracellular hypoxia pathway. As tumor
cells undergo chronic hypoxic conditions, HIF-1α is present in higher level in cancer
than in normal cells. Besides, it was shown that genetic mutations promoting over-
stabilization of HIF-1α are a feature of various types of cancers [106]. Finally, it is
suggested that the intracellular level of HIF-1α can be related to the aggressiveness
of the tumors [35, 107–109]. However, up to now, mathematical models describing the
G1/S transition under hypoxia, did not take into account the HIF-1α factor in the
hypoxia pathway.
Therefore, we propose a mathematical model of the G1/S transition under hypoxia,
which explicitly integrates the HIF-1α pathway. The model reproduces the slowing
down of G1 phase under moderate hypoxia, and the entry into quiescence of prolifer-
ating cells under severe hypoxia. We show how the inhibition of cyclin D by HIF-1α
can induce quiescence ; this result provides a theoretical explanation to the experimen-
tal observations of Wen et al. (2010). Thus, our model confirms that hypoxia-induced
chemoresistance can be linked, for a part, to the negative regulation of cyclin D by
HIF-1α.
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Introduction
The integration of environmental factors influencing cell proliferation is the ac-
tual challenge of cell cycle modeling [95]. Indeed, since the 1990’s, many models were
developed to describe the evolution of protein levels during the cycle [97, 110–112].
However, few of them take into account external parameters, such as the temperature,
the mechanical properties of the substrate, or hypoxia. This last factor is particularly
interesting to study. In physiological condition, hypoxia can occur if the blood does not
bring enough oxygen to the cells. If hypoxia is too severe or too long, the cell enters
into apoptosis [13]. In pathological conditions, cancer cells undergo a chronic hypoxia
[14, 99]. This hypoxia induces more aggressive, metastatic and resistant tumors [13, 54].
In particular, if hypoxia can induce apoptosis in normal proliferating cells, tumor cells
resist to apoptosis [13]. One mechanism that can explain this resistance is the entry
into a quiescent state, where the cell stops its division cycle [56, 100]. This quiescent
state is also a mean for the cancer cell to escape from the effects of chemotherapy
[56, 101, 102]. Therefore, it participates to the aggressiveness of the tumors.
Alarcon al. [49] proposed a simple model explaining why cancer cells can enter into
quiescence under hypoxic conditions whereas normal cells follow their cycle. The au-
thors introduce a difference between normal proliferating and cancer cells through the
deregulation of the expression of a protein of the cell-cycle (p27) during tumorigenesis.
However, this deregulation event is not a general feature of cancer. Indeed, this phe-
nomenon was not observed in the majority of tumor cells [103, 104]. Besides, it is not
clear that p27 is necessary to induce hypoxia-induced cell cycle arrest [51, 105].
The HIF-1α factor is the central protein involved in the intracellular signaling
pathway of hypoxia [113]. It is a transcription factor, which enhances the expression of
numerous genes. These genes enable the cell to adapt to the environmental conditions
(angiogenesis, arrest of aerobic metabolism), or to enter into apoptosis [44, 50].
HIF-1 is an heterodimeric protein, constituted of two sub-units : HIF-1β, which is
constitutively expressed, and HIF-1α, which is the sensor of hypoxia. Indeed, in order
to activate hypoxia genes, HIF-1α has to be in a reduced form. When the level of oxygen
is sufficient, an enzyme called HIF-1α prolyl-hydroxylase is active and converts HIF-1α
into an hydroxylated form. This oxygenated form of HIF-1α is rapidly degraded by the
proteasom pathway [13, 102, 114].
The ways of actions of HIF-1α are numerous and complex [2]. A review of the
huge molecular biology literature dealing with the effects of HIF-1α on the cell cycle
enables us to retain several types of actions. First, it is clear that HIF-1α indirectly
downregulates cyclin E activity, and this inhibition is the reason why HIF-1α causes
slowing down or arrest of cell cycle [47–49]. The origins of this action on cyclin E
activity remain poorly defined [47], even if some potential pathways are known. Notably,
the upregulation of cyclins inhibitors, such as p21 and p27, are reported [3, 47, 50].
However, some authors showed that the action of HIF-1α on p27 is not so clear since
the expression of p27 under hypoxia may be independent of HIF-1α [6, 51].
The second important effect of HIF-1α is the interrelation between this factor and
cyclin D [52, 53]. Wen et al. [52] studied the effect of HIF stabilization on cyclin D
level. They first found that after 24h at 0.2%, the mean cylin D concentration in the
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whole cell population decreases with 50% compared to the normoxic condition. To
confirm the implication of HIF-1, its activity was impaired by DN-HIF overexpression,
which induces an increase of the cyclin D level. There is also an action of cyclin D on
HIF-1α, due to the activation of the HIF-1 prolyl-hydroxylase activity [53]. Besides,
the activation of cyclin D expression by HIF-2 underlines the rivalry in hypoxic tumor
growth and progression between HIF-1 and HIF-2. Here, we choose to focus on the
influence of cyclin D inhibition by HIF-1α, in order to show how this simple relationship
can generate a serie of interesting results in agreement with data from the literature.
Besides, the inhibition of the cyclins by HIF-1α under hypoxia is very well documented.
As we previously said, hypoxia-dependent inhibition of cyclin E is considered as a cause
of hypoxia-dependent cell-cycle arrest. Second, the increase of unphosphorylated versus
phosphorylated form of the Retinoblastoma protein [48, 50] under hypoxia is also a good
evidence for the downregulation of cyclin D by HIF.
The increase of HIF-1α activity during tumorigenesis is well documented, since it
seems to be a very common feature of cancers [24, 35, 42, 115]. As a consequence,
this factor became a new therapeutic target [116, 117]. In some cases, its high level
is simply due to the chronic hypoxia undergone by the tumor cells. In other cases,
genetic mutations induce an over-stabilization of HIF-1. It is the case for the renal
clear carcinoma [75]. As a consequence, for the same oxygen pressure, HIF-1 will have
a higher level in cancer cells than in normal cells [118].
In a general way, a link was found between the aggressiveness of cancers and HIF-
1α activity. This role of HIF in tumorigenesis is firstly due to the induction of anti-
apoptotic and pro-angiogenic genes. Second, it mediates the entrance into quiescence
of proliferating cells, which induces a hypoxia-dependent chemoresistance.
The aim of this work is to describe an example of a simple mechanism of HIF-
1α-dependent entrance into quiescence under hypoxia. We make a link between the
level of HIF-1α and the ability of the cell to enter into quiescence under hypoxia. In
agreement with the literature, our model assumes the regulation of HIF-1α stability
by the oxygen pressure [114, 119, 120]. We built a mathematical model of the G1/S
transition in hypoxic conditions, which explicitly integrates the HIF-1α pathway. We
focused on the relationships between HIF-1α and the cyclins, in order to propose a
simple and biologically accurate mechanism of hypoxia-induced quiescence.
Model
Hypotheses Our model is primary based on the models described in Alarcon et al.
[49], Tyson and Novak [96], Novak and Tyson [97]. In those papers, the G1/S transition
is modeled by a biological switch between a cyclin and an inhibitor complex. They con-
sidered that this inhibitor was APC/cdh1. However, this role of APC/cdh1 complex is
not well admitted ; classicaly, the complex addressing cyclin E for degradation is known
to be the SCF complex [121]. As a consequence, it is more accurate to consider that the
inhibitor of cyclin E is SCF. The switch that we aim to study is represented in Figure
3.2. The G1 phase finishes when this molecular switch occurs. In our model, we differen-
tiate the cyclin E and the cyclin D. Cyclin E is involved in the molecular switch where
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it inhibits and is inhibited by the SCF complex. Whereas Novak and Tyson [97] con-
sider that two cyclins drive the G1/S transition (cyclin E and A), we consider here just
one cyclin we named cyclin E. The concentration in active SCF complex is controlled
by an evolution equation similar to that given by Tyson and Novak [96] for APC/cdh1
complex. Cyclin D phosphorylates the Rb protein, which releases the transcription fac-
tor E2F. As Novak and Tyson [97], we supposed that at each time, E2FRb is in an
equilibrium relationship with E2F and Rb because the complexation/decomplexation
of phopshorylated Rb and E2F is supposed to be very fast compared to the evolution of
the cyclin concentration. Besides, free E2F can be in unphosphorylated (active) form,
or in phosphorylated (inactive) form. A dynamic equilibrium ensures the transition
from phosphorylated to unphosphorylated form. The total concentration of E2F (free
phosphorylated/unphosphorylated, and complexed with Rb) is supposed to be con-
stant, as in [97]. Active E2F factor promotes the synthesis of cyclin E, as assumed for
cyclin A by Novak and Tyson [97]. Besides, to take into account the cell growth in
the progression through the G1 phase, we assume that the mass increases the cyclin E
concentration. This assumption is taken from Alarcon et al. [49] and Novak and Tyson
[97]. The oxygen pressure is taken into account with the variable P , which represents
the percentage of oxygen among all the other gases in the cell environment. The effect
of the oxygen pressure is modeled by the concentration of HIF-1α. This concentra-
tion increases when the oxygen pressure decreases, as well described in the literature
[33, 122]. Jiang et al. [33] show that in vitro cultured cells submitted to hypoxia ex-
hibit an exponential relationship between HIF-1 level and oxygen pressure [33]. The
experimental results from Zhou et al. [122] confirm that an exponential law is a good
model for the hypoxia-induced HIF-1 stabilization. These authors also showed that
this exponential law strongly depends on the cancer cell line. We will discuss this point
later. HIF-1α decreases the cyclin D activity by inhibiting its synthesis, as observed
in experiments [52]. The evolution of cyclin D level during the cycle, the influence of
HIF-1α on its level, and the reaction of Rb phosphorylation are calibrated with data
from the literature. We do not take into account the role of the p27 protein, contrary
to Alarcon et al. [49]. As we said, the effects of hypoxia on this protein remain unclear ;
besides, we want to focus on the influence of cyclin D/HIF interactions which promote
the entrance into quiescence. Figure 3.3 gives a sketch of the molecular network.
Biological description The variables used in the model are cyclin D (cycD), cyclin
E (cycE), Retinoblastoma protein (in its unphosphorylated form) (Rb), HIF-1α (H),
SCF complex (SCF ), the mass of the cell, and the different chemical forms of the E2F
transcription factor. E2F exists in phosphorylated and unphosphorylated (E2F ) form,
and free or linked to Rb (E2FRb). Thus, free E2F can be phosphorylated or unphospho-
rylated. The free and unphosphorylated form (E2FA) is the active form. A chemical
equilibrium drives the transition between the phosphorylated and unphosphorylated
form of E2F. We named E2Ftot the total of all the chemical forms of E2F. As Novak
and Tyson [97], we assume this total to be constant. Cyclin D liberates E2F by phos-
phorylating Rb (that is to say by decreasing [Rb]). E2FA has a crucial role, since it
promotes the synthesis of cyclin E. Cell growth is the second factor influencing cyclin E
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Figure 3.2: The biological switch between cyclin E and its inhibitor is necessary to pass
through the G1/S restriction point. Schematic diagram showing the evolution of the concen-
tration of SCF and cyc-CDK during the cell cycle. The vertical dotted line represents the
restriction point : when the cell achieves the switch, it finishes the cycle. From [49]
synthesis, trough the variable m. HIF-1 inhibits cyclin D synthesis. As a consequence,
hypoxia induces a decrease of E2FA maximal level, which decreases the synthesis rate
of cyclin E. The core of the model is the molecular switch between cyclin E and its
inhibitor (SCF). Following the same idea as Novak and Tyson [97] and Alarcon et al.
[49], this switch is driven by the mutual inhibition of SCF and cyclin E.
Mathematical formulation The model can be written with a system of coupled
ordinary differential equations (ODEs).
Cyclin D is synthesized with rate a1 and naturally degraded with rate a2. We assume
that it is linearly decreasing with [H] [52] :
d[cycD]
dt
= a1 − a3[H]− a2[cycD] (3.10)
The synthesis of cyclin E is induced by cell growth and E2FA, according to Novak
and Tyson [97] and Alarcon et al. [49]. Its degradation is stimulated by the SCF
complex :
d[cycE]
dt
= b1m[E2FA]− b2[cycE]− b3[cycE][SCF ] (3.11)
SCF complex obeys the same equation as the APC/cdh1 complex of the previous
models [49, 96, 97] :
d[SCF ]
dt
=
e1(1− [SCF ])
J1 + 1− [SCF ]
− e2
[SCF ][cycE]
J2 + [SCF ]
(3.12)
As in Alarcon et al. [49], Rb (unphosphorylated Rb) is synthetized with a d2 rate,
and naturally degraded with a d3 rate. Cyclin D phosphorylates Rb. As a consequence,
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Figure 3.3: Model of the G1/S transition in hypoxic conditions : schematic representation
of the molecular network considered in our model. We modeled the action of cyclin D, which
phosphorylates Rb and liberates E2F. This transcription factor activates the synthesis of
cyclin E, which is degraded by SCF complex. HIF-1α negatively regulates cyclin D synthesis.
RbNP=Non-phosphorylated Rb.
[Rb] decreases :
d[Rb]
dt
= d2 − (d3 + d1[cycD])[Rb] (3.13)
The growth of the cell mass follows the same law as in Alarcon et al. [49], with a
growth rate α and a maximal size m0 :
dm
dt
= αm(1−
m
m0
) (3.14)
The unphosphorylated form of E2F follows a dynamic equilibrium described by
Novak and Tyson [97] :
d[E2F ]
dt
= g1([E2F ]tot − [E2F ]) (3.15)
The equilibrium relationship between oxygen pressure and HIF-1α concentration
has been derived from experiments [33] :
[H] = H0e
β1(1−P ) (3.16)
Following Novak and Tyson [97], we assume that at each time, the active E2F is
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the fraction of unphosphorylated ( [E2F ]
[E2F ]tot
) free ([E2F ]tot − [E2FRb) E2F factor :
[E2FA] =
([E2F ]tot − [E2FRb])[E2F ]
[E2F ]tot
(3.17)
The equilibrium between E2FRb, E2F and Rb is given by the equation from Novak
and Tyson [97] :
[E2FRb] =
2[E2F ]tot[Rb]
[E2F ]tot + [Rb] +
√
([E2F ]tot + [Rb])2 − 4[E2F ]tot[Rb]
(3.18)
As in previous models, the core of the system is the molecular switch between a
cyclin and SCF. Mathematically, we consider that the cell passes through the G1 phase
when [cycE] > [cycE]threshold and [SCF ] < [SCF ]threshold. We chose [SCF ]thresold =
0.004 and [cycE]thresold = 0.15. When these values are reached, the cell divides.
Inhibition of cyclin D by HIF-1α
Eq.(3.10) and (3.16) describe the relationship between cyclin D, HIF-1α and the
oxygen pressure P in the cell environment. This model considers the effects of a long
term (almost 48h) hypoxia. Thus, the level of HIF is stabilized. [cycD] is synthesized
with rate a1, and degraded with rate a2. Its synthesis is inhibited by HIF-1α, which
concentration depends on oxygen pressure following the expression given in eq. (3.16).
The parameter a3 represents the action of HIF on the synthesis of cyclin D. The param-
eter β1 is determined from Jiang et al. [33] (see Appendices A). The variable P stands
for the oxygen pressure in the cell environment, expressed as a normalized percentage
of all the gases. As suggested by Jiang et al. [33], we consider that the reference pres-
sure (P=1) is 6% O2. All the pressure will be normalized with this reference pressure.
The parameters a1, a2 and a3 are estimated with data coming from Wen et al. [52] and
Yang et al. [112] (see Appendix A).
Control of E2F concentration
We denote [E2F ]tot the total concentration of E2F, E2FRB the complex E2F/Rb,
E2F the unphosphorylated form of E2F and E2FA the free and unphosphorylated
(active) form. We describe the equilibrium between these different variables from
Eqs.(3.15),(3.17),(3.18) previously proposed by Novak and Tyson [97]. The first de-
scribes the transition, mediated by g1, from phosphorylated to unphosphorylated E2F.
The others are equilibrium equations modeling the relationship between the different
chemical species involving E2F.
Eq.(3.13) describes the evolution of the unphosphorylated Retinoblastoma protein
concentration. [Rb] is synthesized with coefficient d2, naturally phosphorylated in the
cell environment with coefficient d3, and phosphorylated by cyclin D with coefficient d1.
Molecular switch
Eqs.(3.11),(3.12) describe the biological switch which forms the core of the model
for the G1/S transition. Besides, we suppose that the synthesis of cyclins E, represented
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by the variable cycE in our model, depends on the mass m and on the transcription
factor E2F in its active form (E2FA) [97]. The parameter b1 regulates the speed of
the chemical synthesis. In the other hand, cycE is naturally degraded with coefficient
b2, and suffers SCF-mediated degradation with coefficient b3. The aim is to simulate
a switch similar to that obtained in these previous models of G1/S transition. As in
Novak and Tyson [97], the dynamics of the inhibitor depends on cyclin E, and on
the transition between an active and inactive form. These dependencies are expressed
through Michaelis-Menten terms with enzymatic constants J1 and J2 respectively. The
parameter e1 promotes the transition from inactive to active form, and e2 the transition
from active to inactive form.
Parameters
The parameters we used are given in Table 3.1. Their values were estimated from
previous models [49, 97] and experimental data of molecular biology taken from the
literature (see Appendix A). We will show that we can reduce the variability of all the
parameters to the variability of e2 and α, which control the dynamics of the system.
These parameters can be easily adjusted to biological data.
Results
We simulated the G1/S transition by solving the system of equations Eqs.(3.10)-
(3.18) for different values of P . We used a standard fourth order Runge-Kutta method,
implemented in Matlab. The values of the parameters used in our first simulations
are given in Table 3.1. We chose the undetermined parameters in order to have a G1
phase duration of about 400 minutes. This duration was chosen based on the work of
Novak and Tyson (2004) [97]. The rise of cyclin D and A levels, which was interpreted
by Novak and Tyson, and by ourselves, as the signal for the G1/S transition, occurs
about 6-7 hours after the beginning of the cycle. The initial conditions we used are
given in Table 3.2. The initial values for the concentrations were chosen to have values
of the same order of magnitude to that used by Alarcon et al. [49] and Novak [97]. We
can notice that the initial concentrations do not influence the final state of the system
(see Appendices B). We consider that the cell passes through the G1 phase when
[cycE] > [cycE]threshold = 0.15 and [SCF ] < [SCF ]threshold = 0.04. These threshold
conditions were chosen to capture as precisely as possible the moment of the switch
between the cyclin E and the SCF complex. In the rest of the paper, the notation [X]∞
stands for the value of [X] when the system reaches its steady state.
Hypoxia induces entrance into quiescence Figure 3.4 shows simulations of the
G1/S transition under three levels of hypoxia. When P diminishes, the molecular switch
occurs with a delay which increases when hypoxia becomes more severe. For a certain
value of P (here, 0.01), this switch does not occur any more. As in [49], this inability for
the cell to pass through the G1 phase can be interpreted as the entry into the quiescent
state. P ∗ denotes the minimal pressure which enables the cell to pass through the G1
phase.The parameters are given in Table 3.1, and P*=0.03.
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Model’s variables Notations Initial Value
Masse m 5
Cyclin D cycD 0.1
Non-phosphorylated Rb Rb 1
Cyclin E cycE 0.01
SCF complex SCF 0.9
Unphosphorylated E2F E2F 0.1
Table 3.1: Initial values taken for the simulations
We also plotted the duration of the G1 phase as a function of P (Figure 3.5). As hy-
poxia becomes more intense, the G1 phase duration increases, in agreement with the
literature [3]. For the lowest value of the pressure, we observe an asymptotic behavior,
which finishes by the entrance into quiescence.
In order to mathematically characterize the final state of the cell (quiescent or
proliferating), the stationary state solutions of the system, depending on P , are nu-
merically calculated. The details of the calculation are presented in the Appendices
B. Figure 3.6 presents the stable stationary states of the system as a function of P .
When P < P ∗, the system exhibits three stable stationary states. With our initial
conditions ([SCF ] high and [cycE] low), the equilibrium state of the system is reached
with [SCF ] > [SCF ]threshold and [cycE] < [cycE]threshold. This situation corresponds
to the quiescent state. When P > P ∗, the system has a unique stationary state. It is
characterized by a high level of cycE and a low concentration of SCF , which leads the
cell to achieve its cycle.
Influence of parameters variability Previous observations enable us to suppose
that the two main features of the cell response to hypoxia are the increased duration
of the G1 phase and the capacity to enter into quiescence. The latter can be quantified
by the value of P ∗ (pressure for the bifurcation of the dynamics system). The core of
the system is the molecular switch due to SCF and cycE interactions. The variations
of P have an influence on these dynamics by changing [E2FA] and m. Since these two
variables determine the synthesis rate of cycE, they affect the G1 phase duration and
equilibrium values of SCF and cycE.
The equilibrium value of m never changes in our model. We call this maximal value
of mass m0, and we have m∞=m0. We can simulate its influence on the dynamics of
the system by modifying b1, which buffers the variations of m0 in the production rate
of cycE. Therefore, we do not consider m0 as a key parameter for the dynamics of the
system. The variations of the growth rate, by modifications of the parameter α, just
have an influence on the cell cycle duration.
Final concentrations of the SCF and cycE directly depend on [E2FA]∞. We can
express [E2FA]∞ as a function of [cycD]∞, d1, d2 (see Appendix B). [cycD]∞ depends
on the parameters of Eq.(1) and (7) (a1, a2, a3, β1). As a consequence, the variability
of all these parameters is totally buffered by the variability of b1, which controls the
production rate of cycE.
3.2 Un mode`le plus complet 47
0 100 200 300 400 500 600 700
0
0.1
0.2
0.3
0.4
0.5
0.6
0.7
0.8
0.9
1
SCF
cycE
P=1
P=0.08
P=0.01
0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000
0
0.1
0.2
0.3
0.4
0.5
0.6
0.7
0.8
0.9
1
0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 8000 9000 10000
0
0.1
0.2
0.3
0.4
0.5
0.6
0.7
0.8
0.9
1
[cycE] threshold
[SCF]thresold
Figure 3.4: Evolution of [SCF ] (solid black line) and [cycE] (solid grey line). The sim-
ulations were made for adimensionalized values of P , with P=1 (top), 0.08 (center), 0.01
(bottom). When the molecular switch occurs, the cell passes through the G1 phase. For
P=0.01, the system does not generate a switch any more. The cell enters into a quiescent
state.
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parameter Value Reference
a1 0.51 [123], [97]
a2 1 [123], [97]
a3H0 0.0085 [52]
β1 2.5 [33]
b1 0.018
b2 0.5 [49]
b3 1 [49]
J1 0.04 [49]
J2 0.04 [49]
d1 0.2 [97]
d2 0.1 [49]
e2 14
e1 1
α 0.005
g1 0.016 [97]
[E2F]tot 1
[cycE]threshold 0.15 [49]
[SCF ]threshold 0.004 [49]
Table 3.2: Parameters used in the model. The parameters we could not estimate are
initially determined in order to reach a G1 phase duration of about 400 min for proliferative
cells in normoxic conditions
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Figure 3.5: Influence of hypoxia on the G1 phase duration. Value of the G1 phase duration
(in min) given by the model as a function of the parameter P (adimensionalized).
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Figure 3.6: Influence of P (adimensionalized) on the stable fixed points of the system.
[SCF ]∞ (top) and [cycE]∞ (bottom) are plotted as functions of P
∗. The dark line represent
the stationary states reach by the system with the parameters we used. The point where we
pass from three to one stable stationary state corresponds to P ∗ (limit of the quiescent state).
As it ensures the coupling between SCF and cycE, the parameter e2 also controls
the dynamics of the molecular switch. If the coupling is weak, it is more difficult for
the system to generate a molecular switch. As a consequence, we can also consider the
parameter e2 as a key factor influencing the behavior of the system.
Finally, the whole variability of the adjustment parameters can be simulated by the
variability of the parameters e2, b1 and α.
Figure 3.7 shows that the (b1, e2) couple determines the value of P
∗. When e2
decreases, the coupling between SCF and cycE becomes weak, and it is necessary to
increase the hypoxic level to observe quiescence. As a consequence, P ∗ decreases. In
parallel, when b1 decreases, the production rate of cycE at the steady state is less
important. Therefore, the cell enters more easily into quiescence, and P ∗ increases. We
note that, for a given value of b1, the variations of e2 are sufficient to simulate a large
panel of values for P ∗. As a consequence, in order to adjust the model to a given value of
this limit pressure, we can set b1 and consider e2 as an adjustment parameter. Finally,
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Figure 3.7: Influence of b1 (synthesis rate of cycE) and e2 (coupling between cycE and
SCF ) on the value of the bifurcation point P ∗. The value of P ∗ (color scale) is plotted as a
function of b1 and e2. The white zones correspond to non physiological values (the cell never
or always finishes its cycle).
the parameters controlling the dynamics of the system are e2 (coupling between cyclin
E and SCF) and α (growth rate).
Discussion
This paper proposes a mathematical model of the G1/S transition in hypoxic con-
ditions. Our model was calibrated with data from the literature, and the results from
other mathematical models of the G1 phase transition [49, 97]. The core of this model
is a molecular switch between a cyclin and an inhibitor (SCF). The passage through
the G1 phase is determined by the possibility to realize this switch. If the switch does
not occur, we consider that the cell is trapped into a quiescent state. Hypoxia was simu-
lated by introducing HIF-1α. We modeled the inhibition between cyclin D and HIF-1α,
in agreement with data from the literature [52]. The oxygen pressure determines, in
this way, the final concentration of cyclin D during the G1 phase. This level of cyclin
D determines the maximum value of the active E2F concentration, which controls the
synthesis rate of cyclin E. If this rate is not high enough, the critical concentration
for the cyclin E is not reached and the molecular switch cannot occur. The cell enters
into a quiescent state. As a consequence, if the oxygen pressure is low, the cyclin D
will not reach a sufficient level to ensure the minimal amount of cyclin E the cell needs
to achieve the G1 phase. We could define a limit pressure P ∗, which is the minimum
oxygen pressure whereby the cell can pass through the G1 phase. Mathematically, it
corresponds to the bifurcation point of our system.
Thus, this model illustrates a simple mechanism of hypoxia-mediated slowing down
of the cell cycle, and entrance into quiescence. It focuses on the influence of the interac-
tions between HIF-1α and the cyclins on the G1 phase achievement. Notably, we show
how the inhibition of cyclin D by HIF-1α can affect the cell cycle. By inhibiting cyclin
D activity, HIF promotes the entrance into quiescence. Thus, it provides a resistance
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to apoptosis for the proliferative cells. This result gives an explanation to the results of
Wen et al. [52], which have shown that the HIF-mediated chemoresistance appearing
in tumor cells is linked to the inhibition of the cyclin D. Indeed, they observed that
the inhibition of cyclin D expression by siRNA induces an increase of the resistance
to chemically-induced apoptosis. They concluded than the negative regulation of the
cyclin D induced by HIF can, at least partially, explain the chemoresistance which is
associated to cancerous HIF-1 over-stabilization. Thus, our model shows how a certain
form of chemoresistance can be associated to HIF-1 in cancer cells. In the case of a
similar response to hypoxia between normal and cancer cells (non-mutated hypoxia
pathway), the model highlights a possible mechanism for the chronic hypoxia-induced
entry into quiescence. In the case of a genetic over-stabilization of HIF-1, which is the
case for various type of cancers [75, 106], the increased ability of cancer cells to enter
into a quiescent state is well described by our model. Indeed, this case can be modeled
by multiplying [H0] by an ǫ > 1 parameter to artificially increase the HIF-1 level. As
a consequence, for a same oxygen pressure, HIF-1 concentration will be more impor-
tant in cancer cells than in normal cell. Thus, for a given hypoxic condition, a cancer
cell can enter into a quiescent (resistant) state whereas the normal cells continue their
cycle (more sensitive to apoptosis). Our model thus captures the differential behavior
of cancer and normal cell. We can notice than this ǫ parameter could depend on the
cell line, since Zhou et al. [122] showed that different cancer cell lines does not have
the same normoxic level of HIF-1. Compared to the model from Alarcon et al. [49],
our work describes in a very general way the influence of HIF-1 on hypoxia-induced
quiescence of normal and cancer cells. Whereas the previous model was based on an
arguable action of hypoxia on p27, we constructed a biologically more accurate system
of ODEs. This new model gives a possible explanation to the link between HIF-1, the
cyclins and hypoxia-induced chemoresistance. Besides, our model can easily be com-
pleted to study the influence of a genetic over-stabilization of HIF-1 by considering an
ǫ parameter, which can vary with considered cell line.
The α parameter, which drives the growth speed of the cell, was chosen to obtain
a value of 400min for the G1 phase duration. It is important to notice that the results
of our model are not influenced by the choice of the normoxic G1 phase duration. As it
does not influence the final state of the mathematical system, this α parameter can be
modified to adjust the model to various G1 phase durations. It is biologically correct,
because the duration of the G1 phase in the absence of an environmental stress is
known to be, at least for a part, driven by the growth rate of the cell [111].
Besides, the influence of HIF-1 on the cell metabolism was not taken into account
in this model. It is known that the glycolitic switch described by Gatenby and Gillies
(2004) [124] is linked to the activity of HIF-1. Notably, it was shown that HIF-1 stim-
ulates the synthesis of glycolitic enzymes, such as Pyruvate Kinase [44]. In parallel,
Icreverzi et al. [125] observed that cyclin D enhances cell growth through the stim-
ulation of mitobiogenesis. By inhibiting the synthesis of cyclin D, HIF-1 makes the
mitobiogenesis to decrease, which promotes the transition to a glycolytic phenotype.
This switch allows cancer cells to compensate low aerobic metabolism by an increased
glucose consumption. This can be a way for the cell to escape the quiescence state. It
could be interesting to add to our model a term describing the energetic production,
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and to link cell growth to this available energy.
We also have to notice that our model only study the effect of a given oxygen
pressure on a single cell. In the reality of tumor growth, there is a gradient of oxygen
which varies in space and time. To study the effects of such a dynamical hypoxic
condition, it would be necessary to consider some series of cycles, by reseting the
values of the variables to their initial values after the G1/S transition is reached. For
each new cycle, the oxygen level can change, and the cell response may also change.
Besides, it is possible to extend this model to consider a population of cells, which
have interactions with each others. These interactions can be, for instance, through the
diffusion of growth factors which stimulate cell proliferation by enhancing the synthesis
of cyclin D [119]. We can also consider the differential mechanical interactions between
the tumor cells, and between tumor cells and the stroma. These mechanical interactions
are known to influence cell division [126]. We can notice here that the kinetics of HIF-1
accumulation is not considered in this model. We study the idealized case of a constant
hypoxia, and we consider the effect of the equilibrium value of HIF-1. However, these
kinetics were measured ([57, 58]). HIF-1 shows a peak after 6h, and then decreases to
stabilize at an equilibrium level after 24-48h. This equilibrium level depends on the
intensity of hypoxia, and on the cellular type (normal and cancer cells). If we consider
the more complex case of a dynamical hypoxia, it should be necessary to take into
account these kinetics of HIF-1 accumulation.
We can notice that the exact relationships between HIF-1 and cyclin D is not totally
elucidated. Many reports show that HIF-1 inhibits cyclin D [52, 53] and cyclin E [47–
49] leading to cell cycle arrest. However, an other report [127] show that HIF-1 also
can stimulate the induction of cyclin D, leading to cell proliferation. In our work, we
use the first biological hypothesis, and we show that it can explains the cell cycle arrest
phenomenon commonly observed.
Finally, we aim to calibrate the undetermined parameters with experimental data,
by measuring the G1 phase duration under hypoxia and the value of P ∗. Since we
showed that only two parameters (α and e2) drive the dynamics of the system (G1
phase duration and entrance into a quiescence state), experimental data will enable us
to set the value of these parameters for different cell lines. Therefore, this would provide
a tool to compare different cancer cell lines on the basis of their ability to enter into
a quiescence state. It could be interesting to build a classification of different cancer
cells using the values of the parameters of our model. By comparing it with a known
classification made on the basis of their resistance and aggressiveness, we could obtain
some information about the correlation between the ability to enter into quiescence
under hypoxia and the aggressiveness.
Acknowledgements
We are very grateful to Franc¸oise Giroud for her advices which helped us to build
and justify the hypotheses of the model.
3.2 Un mode`le plus complet 53
Appendix
Determination of the parameters
The parameter we did not adjust were taken from [49] and [97] models, or calculated
from the molecular biology literature. This first part presents the biological data used
to build the model.
HIF-1α and oxygen pressure In [33] the relationship between [H] (HIF-1 concen-
tration) and P was experimentally determined. The authors have shown that the level
of HIF-1α varies with oxygen pressure in an exponential form, when the oxygen pres-
sure is below 6%. The experimental curve they present was fitted in order to build the
dimensionless expression describing the relationship between [H] and P . The normoxia
(P=1) is reached for an oxygen pressure P=6%.
Hif-1α and cyclin D dynamic In [123], the level of cyclin D is quantified during the
cycle : the protein is multiplied by a factor taken between 2 and 5 during the G1 phase.
We adjust the maximum level of cyclin D to reach a concentration five times higher than
in the beginning of the G1 phase. We also used the dynamic of the cyclin D evolution
during the G1 phase modeled by [97], with a rapid increase of cyclin D concentration
(maximum level reached in less than one hour). In [52] experiments were realized to
quantify the inverse correlation between HIF-1α and cyclin D. Their paper shows that
after 20 hours of hypoxia (oxygen pressure P=0.21%) in a cell constitutively expressing
the cyclin D, its concentration reaches an equilibrium, and is divided by about 2 with
respect to normoxia. Considering that our model describes cells that have endured
several hours of hypoxia, and that the constitutive expression is equivalent to the
induction at the beginning of the G1 phase, the parameter a3 was adjusted to obtain
a maximal value of [cycD] divided by 2 when P = 0.21%.
Phosphorylation of Rb We used the model developed by [97] to adjust the param-
eters controlling the quantity of phosphorylated Rb : they obtained a phosphorylation
of 50% of total Rb after 4 hours of cycle.
Fixed points
X∞ denotes the steady state concentration of the variable X. By equaling to zero
Eqs.(1)-(6), it is possible to calculate the equilibrium values of the variables used in
the model. The calculation of cycD∞, Rb∞, E2F∞, m∞ is straightforward :
cycD∞ =
a1 + a3H0e
β1(1−P )
a3
Rb∞ =
d2
d2 + d1cycD∞
m∞ = m0
E2F∞ = [E2F ]total
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(3.19)
By equaling to zero Eqs.(2) and (3), we obtain an equation for cycE∞ :
cycE∞ =
b1m0[E2F ]tot
b2 + b3SCF∞
and a third degree equation for SCF∞ :
0 = −b3e10cycE
3
∞
+ cycE2
∞
(b3e1 − e1J2b3 − e1b2 + e2b1m0[E2F ]tot)
+ cyc∞(e1J2b3 − e1J2b2 − e2J1b1m0[E2F ]tot − e2b1m0[E2F ]tot)
+ e1J2b2 (3.20)
The equation B.2 is solved numerically, for different values of P and of the param-
eters α, b1, e2. The resolution gives us the number and the values of the fixed points ;
we also numerically determined the stability of these fixed points.
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3.3 Conclusion
Dans ce premier article, nous avons propose´ un mode`le mathe´matique de la tran-
sition G1/S en conditions hypoxiques. Notre approche revisite le travail d’Alarcon et
al. (2004) [49] a` la lumie`re de mode`les classiques du cycle cellulaire et de donne´es
expe´rimentales re´centes de´crivant les effets de HIF-1α sur les prote´ines controˆlant la
prolife´ration. Le cœur de notre mode`le re´side en un ≪interrupteur mole´culaire≫, im-
pliquant la cycline E et son inhibiteur (SCF). Le passage de la transition G1/S est
de´termine´ par l’activation de cet interrupteur, c’est a` dire l’augmentation brutale de
l’abondance de la cycline. Si ce basculement ne s’ope`re pas, la cellule est bloque´e en
phase de quiescence. L’originalite´ de notre mode`le est l’introduction explicite des liens
unissant HIF-1α aux prote´ines du cycle cellulaire. Plus pre´cise´ment, nous avons con-
side´re´ l’inhibition de la synthe`se de cycline D par HIF-1α, et reproduit par ce biais l’effet
de l’hypoxie sur le niveau d’expression de la cycline E. Nous avons ainsi pu proposer
un me´canisme possible expliquant l’apparition de chimiore´sistances lie´es a` HIF-1α. En
effet, la sur-expression de la prote´ine dans les cellules tumorales est a` l’origine, selon
notre mode`le, d’une entre´e facilite´e en quiescence lors d’un e´pisode hypoxique. Or, la
quiescence est connue pour induire une re´sistance accrue aux attaques cytotoxiques [56],
en extrayant les cellules de l’e´tat prolife´ratif, dans lequel elles sont plus vulne´rables.
Ainsi, le me´canisme que nous pre´sentons dans ce travail sugge`re une explication au lien
observe´, dans la litte´rature, entre la chimiore´sistance et l’inhibition de la cycline D par
HIF-1α [52]. Il de´crit e´galement l’existence d’une pression en oxyge`ne seuil P ∗ en-dec¸a`
de laquelle la cellule rentre en quiescence. Dans les cas d’hypoxie mode´re´e, seule la
dure´e de la phase G1 est affecte´e. De toute e´vidence, la grande diversite´ des re´ponses
a` l’hypoxie rend de´licate la ge´ne´ralisation de ces re´sultats. Il est donc ne´cessaire de
les comparer a` la re´alite´ expe´rimentale, dans le cas pre´cis des cellules HeLa-FUCCI.
L’e´tude de l’effet de l’hypoxie sur ce mode`le cellulaire constitue ainsi la deuxie`me e´tape
de notre travail.
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4
Hypoxie et cycle cellulaire : approche
expe´rimentale
4.1 Introduction
4.1.1 Cadre de l’e´tude
Dans le chapitre pre´ce´dent, nous avons e´tudie´ un des liens tisse´ entre l’hypoxie
et le cycle cellulaire, via la mode´lisation de l’interaction de HIF-1α avec la cycline
D. Dans celui-ci, nous allons cherche´ a` caracte´riser expe´rimentalement l’influence du
manque d’oxyge`ne sur la prolife´ration, en utilisant les cellules HeLa-FUCCI. Les cel-
lules FUCCI (Fluorescent Ubiquitination-Based Cell Cycle Indicator) constituent une
ligne´e cellulaire re´cemment cre´e´e a` partir de cellules HeLa [85]. Comme nous l’avons
de´taille´ en introduction, ce syste`me utilise un couple de prote´ines oscillatoires, la cdt1
et la geminine, couple´es respectivement avec le Kusabira Orange et le vert Azami. En
conse´quence, les phases G1, S et G2 sont marque´es avec diffe´rentes couleurs. Cette
ligne´e cellulaire permet donc de quantifier la dure´e de chaque phase de manie`re non-
destructive. Notamment, elle peut eˆtre utilise´e pour visualiser in vivo la progression du
cycle [90, 91]. In vitro, c’est un outil de choix pour observer les effets sur la dynamique
cellulaire de diffe´rentes contraintes environnementales, telle que l’hypoxie. Cependant,
l’e´tude de la re´ponse cellulaire a` l’hypoxie en utilisant les cellules FUCCI est rendue
complique´e par les effets du manque d’oxyge`ne sur les fluorophores. En effet, comme
l’ont montre´ Kaida et al. (2012) [128, 129], le mauvais repliement des marqueurs dans
ces conditions e´teint la fluorescence et rend donc la quantification de la dynamique
du cycle impossible. En revanche, l’utilisation d’inducteurs chimiques de HIF-1α est
envisageable. Comme nous l’avons note´ dans le chapitre 2, il existe en effet plusieurs
mole´cules couramment utilise´es pour mimer l’hypoxie en induisant l’accumulation de
HIF-1α (CoCl2, DMOG, DFO). L’action de ces mole´cules sur le cycle est variable, et
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de´pend e´troitement de la concentration en agent chimique, du temps d’exposition, et
de la ligne´e cellulaire utilise´e. Nous avons donc choisi d’e´tudier l’influence de DFO et
CoCl2 sur les cellules HeLa-FUCCI, afin de tester leur pertinence comme agent mimant
l’hypoxie, et d’apporter une contribution a` la compre´hension de leur action cellulaire
et mole´culaire. Ce dernier point est d’importance, puisque les che´lateurs du fer sont
conside´re´s aujourd’hui comme de potentiels agents anti-cancer. Nous nous proposons
donc, dans ce chapitre, d’e´tudier en premier lieu les effets de CoCl2 et DFO sur la dy-
namique de prolife´ration des cellules HeLa-FUCCI. Une premie`re e´tape est pre´sente´e
sous la forme d’un article publie´ dans The Journal of Cell Biology and Cell Metabolism.
Ces re´sultats sont comple´te´s par une e´tude de re´versibilite´ des effets de DFO sur le
cycle.
Dans un second temps, nous avons utilise´ les cellules FUCCI pour e´tudier la re´ponse
cellulaire a` la re´oxyge´nation. En effet, il a e´te´ montre´ par Kaida et al. (2012) [128, 129]
que la fluorescence, e´teinte par le manque d’oxyge`ne, e´tait re´cupe´rable apre`s le re-
tour a` la normoxie. Nous avons donc cherche´ a` e´tudier l’e´volution de la dynamique de
prolife´ration lors d’un cycle hypoxie/re´oxyge´nation.
4.1.2 Me´thode
Acquisition et traitement des donne´es
Les trois the`mes traite´s dans ce chapitre (e´tude des effets de CoCl2 et de DFO
sur le cycle, puis de leur re´versibilite´, et simulation d’un cycle hypoxie/re´oxyge´nation)
reposent sur la quantification de la dynamique de la prolife´ration en microscopie de
fluorescence. Nous avons pre´sente´ en introduction les caracte´ristiques des cellules HeLa-
FUCCI. De manie`re ge´ne´rale, les re´sultats expe´rimentaux pre´sente´s ici sont issus d’une
meˆme me´thodologie, mise au point dans le but d’acque´rir et de traiter les donne´es de
fluorescence des cellules FUCCI. Celle-ci e´tant pre´sente´e en de´tail en annexe (Annexes
A et B), nous nous contentons ici d’en rappeler les grandes lignes. Les cellules sont
cultive´es dans du DMEM, auquel sont adjoints 10 000 U/ml de streptomycin et 10%
de se´rum de veau. Le traitement des cellules est re´alise´ dans des chambres de culture
LabTex, permettant une observation directe en microscopie.
Les images de fluorescence sont acquises a` l’aide d’un microscope inverse´ Zeiss Axio Ob-
server.Z1, muni d’une chambre d’incubation adapte´e a` l’imagerie biologique (re´gulation
de la tempe´rature et du CO2), et d’une platine motorise´e. Cette dernie`re permet de
re´aliser avec pre´cision des expe´riences en time-lapse sur un grand nombre de champs.
Un syste`me d’imagerie en fluorescence offre la possibilite´ d’acque´rir le signal en rouge
(Texas Red) et en vert (GFP), et de le superposer a` l’image obtenue en bright-field
(transmission). Des images sont ainsi re´alise´es au cours du temps avec trois canaux,
sur environ quarante champs. Sur chacun de ces champs, un protocole de traitement des
images (Annexe B) permet de calculer la proportion de cellules en phase G0, G1, S et
G2. Un traitement statistique est re´alise´ sur chaque lamelle, en groupant les champs en
quatre e´chantillons contenant un grand nombre de cellules (200 au minimum). Chaque
expe´rience est ensuite re´pe´te´e au moins trois fois afin de s’assurer de la reproductibilite´
des re´sultats.
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Figure 4.1: Induction de HIF-1α par DFO. La pre´sence du facteur de transcription HIF-
1α est mise en e´vidence par immunomarquage (re´ve´lation a` la pe´roxydase) apre`s 24h de
traitement en pre´sence de 250µM (A), 100µM (B), ou 0µM de DFO (C).
Immunomarquage
Nous avons e´galement utilise´ un protocole d’immunomarquage indirect de la prote´ine
HIF-1α. La me´thode choisie est une re´ve´lation enzymatique a` la pe´roxydase, dont la de-
scription comple`te est donne´e dans l’Annexe C. Nous pouvons ainsi repe´rer la pre´sence
intra-cellulaire de la prote´ine en microscopie a` transmission (bright-field). La figure 4.1
montre ainsi l’induction de HIF-1α par DFO. Les zones opaques signalent la pre´sence
du facteur de transcription. On constate que l’abondance est relativement faible dans
le groupe controˆle, et qu’elle est bien marque´e apre`s un traitement de 24h avec 100
et 250µM de DFO. Cette technique de marquage sera surtout utilise´e dans le chapitre
suivant.
4.2 Etude des effet de DFO et CoCl2 sur le cycle
cellulaire
4.2.1 Article : B.Bedessem, M-P.Montmasson, M. Hamel, F.Giroud,
A.Ste´phanou, Effects of the hypoxia-mimetic agents DFO
and CoCl2 on HeLa-FUCCI cells, Journal of Cell Biol-
ogy and Cell Metabolism, 2015
Re´sume´
Le syste`me FUCCI est un mode`le prometteur pour e´tudier le cycle cellulaire in
vivo et in vitro. En permettant de suivre la progression du cycle en utilisant la mi-
croscopie de fluorescence, il peut eˆtre utilise´ pour visualiser pre´cise´ment les effets de
contraintes exte´rieures sur la prolife´ration. Cependant, il a e´te´ montre´ que le manque
d’oxyge`ne affecte fortement les fluorophores utilise´s dans la ligne´e HeLa-FUCCI, ce qui
limite son utilisation en conditions hypoxiques. Afin d’e´tudier les effets de l’hypoxie
sur la prolife´ration cellulaire en utilisant cette ligne´e, il est possible d’utiliser des in-
ducteurs de HIF-1α, tels que CoCl2 ou DFO, qui sont souvent utilise´s comme agents
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hypoxie-mime´tiques. Etant donne´ que ces mole´cules, inhibant l’utilisation du fer par
les prote´ines qui le ne´cessitent, sur ont e´galement des proprie´te´s anti-cancer, leurs effets
biologiques ont e´te´ e´tudie´s dans diverses conditions expe´rimentales. Une grande vari-
abilite´ d’action ont e´te´ reporte´es. Dans cette e´tude, nous investiguons pour la premie`re
fois leurs effets sur la prolife´ration des cellules HeLa-FUCCI. Nous montrons que CoCl2
a un effet biphasique sur le cycle cellulaire, en promouvant ou en inhibant la progres-
sion dans la phase G1. En pre´sence de DFO, nous avons identifie´ un arreˆt en phase G2,
suivant un comportement “switch-like”. Ces observations sont originales, puisque les
che´lateurs du fer sont connus principalement pour induire un arreˆt lors de la transition
G1/S. Ils offrent e´galement des informations sur la possibilite´ d’e´tudier l’influence de
l’hypoxie sur le cycle cellulaire via les cellules FUCCI. Finalement, en conside´rant les
caracte´ristiques ge´ne´tiques connues de la ligne´e HeLa-FUCCI, nous proposons une hy-
pothe`se cherchant a` expliquer sa re´ponse particulie`re aux agents DFO et CoCl2. Nous
proposons ainsi une action plausible de ces mole´cules sur la voie MAPK.
Abstract
The FUCCI system is a promising model to study cell cycle in vivo and in vitro.
Because it enables to follow the progression of the cycle using fluorescent microscopy, it
can be used to precisely visualize the effects of external stains on proliferation. However,
it was reported that the lack of oxygen strongly affects the fluorophores used in the
HeLa-FUCCI cell line. As a consequence, it limits its use in hypoxic conditions. To
study the effects of hypoxia on cell proliferation by using this cell line, one could use
HIF-1α inducers, such as CoCl2 and DFO, which are often used as hypoxia-mimetic
agents. As these iron-chelators also have anti-cancer properties, their biological effects
were studied in various experimental conditions. A great variability of actions were
reported. In this study, we investigate for the first time their effect on HeLa-FUCCI
cells proliferation dynamics. We find that CoCl2 has a biphasic effect on cell cycle,
by promoting or inhibiting the progression into the G1-phase. In presence of DFO,
we identified an arrest in the G2-phase, which follows a switch-like behavior. These
observations bring original results since iron-chelators are mainly known to induce
an arrest at the G1/S transition. They also provide specific informations about the
possibility to use FUCCI cells to study the influence of hypoxia on the cell cycle.
Finally, by considering the known genetic characteristics of HeLa cells we propose a
hypothesis to explain the particular response of FUCCI cells to DFO and CoCl2. The
discussion proposes a plausible action of DFO and CoCl2 on the MAPK pathway.
Background
The FUCCI (Fluorescent Ubiquitination-Based Cell Cycle Indicator) cells is a re-
cently created line of HeLa cells (cervix carcinoma) [85]. This system uses a couple of
oscillating cell cycle proteins, cdt1 and geminin, respectively labeled with monomeric
Kusabira Orange 2 and monomeric Azami Green. As a consequence, the G1, S, and
G2/M phases are labeled with different colors. This cell line is useful to quantify the
duration of each phase of the cycle, and to determine the percentage of cycling and
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non-cycling cells in a non destructive way. Notably, it can be used to visualize in vivo
the progression of the cycle [90, 91]. In vitro, it is a good tool to observe the effects
on cell dynamics of various environmental strains, such as hypoxia. The study of the
cellular and molecular effects of hypoxia is one of the important challenge of modern
biology. Indeed, it is well established that tumor cells undergo chronic hypoxia, due to
the limit of oxygen diffusion in the cancer tissue[13, 99]. This chronic hypoxia corre-
lates with an increased resistance to chemotherapy [14, 130]. Notably, hypoxia activates
anti-apoptotic pathways [73] and can induce proliferation of cancer cells. Indeed, even
though hypoxia is known to induce cell cycle arrest in G1 phase [3], it was shown that
chronic hypoxia can also stimulate proliferation in various cell lines[10–12, 131]. In a
general way, it seems that a balance exists between death and survival/proliferating
pathways, depending on the duration and severity of the hypoxic event [46]. The com-
plexity of the cellular response to hypoxia is controlled by the HIF-1α factor, which
accumulates when oxygen is lacking [113]. This factor activates signaling pathways
which regulate proliferation and death. It was often observed that HIF-1α accumulates
in cancer cells[24, 35]. This accumulation can be due to the physiological chronic hy-
poxia of cancer cells or genetically determined, for instance by the mutations affecting
the von Hippel-Lindau (VHL) gene [132].
However, the study of the effects of hypoxia using HeLa-FUCCI cell line is complex
since the lack of oxygen was shown to modify the fluorescence of Kusabira Orange
and Azami Green, as shown by Kaida et al. (2012) [128, 129]. This artefact makes
difficult the use of HeLa-FUCCI cells in real hypoxic conditions. As a consequence,
the study of the effect of the hypoxia pathway, notably the stabilization of HIF-1α,
on cell cycle dynamics using this cell line could be done through the use of hypoxia-
mimetic chemicals. Indeed, various molecules can be used to mimic hypoxia by inducing
HIF-1α accumulation, such as cobalt chloride (CoCl2), dimethyloxalylglycine (DMOG),
desferrioxamine (DFO). These molecules are also studied for their anti-cancer effect,
as iron-chelators [70, 71]. In a general way, they induce HIF-1α accumulation, but
they also have numerous HIF-1α-independent effects [72]. Notably, they are known to
induce apoptosis [73] and cell cycle arrest through complex interactions with regulating
proteins [71]. CoCl2 and DFO are certainly the most commonly used hypoxia-mimetic
molecules [74]. As a consequence, their biological effects were relatively well tested over
the last years. They both induce apoptosis when their concentration is high enough
[73, 75, 76]. However, CoCl2 seems to promote cell survival during the first 6-8 hours
of treatment[45, 77]. Cell proliferation in presence of these agents was assessed using
different cell lines. Dai et al (2012) [75] have shown that in presence of CoCl2, PC-2
cells growth was stimulated during 72h. Then, a dose-dependent inhibition of growth
was observed, with an increase of the cell death rate. In a general way, CoCl2 and
DFO are known to inhibit cell proliferation [74]. However, their precise influence on
cell cycle is variable. In presence of CoCl2, some studies report an arrest in the G1
phase [74, 78], or in the G2 phase [79]. In the case of DFO, it is not clear if DFO blocks
the cell cycle in G1, S, or G2 phase. Many studies report an arrest on G1-phase or in S
phase, depending on dose and cell type [74, 80–82]. A recent paper by Siriwardana et
al. (2013) [83] could precisely differentiate a mid-G1-phase arrest and a S-phase arrest.
This result suggests that these two types of cell cycle blockage act more or less in
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presence of DFO, depending on cell line. In the other hand, some authors also noticed
an arrest during the G2-phase [71, 84]. Clearly, the effects of DFO and CoCl2 on cell
cycle dynamics closely depends on the dose used, the time of exposure, and the cell
line studied.
As a consequence, the use of these molecules as HIF-1α inducers or anti-cancer
agents on HeLa-FUCCI cells needs a preliminary study of their biological effects on
this cell line. Notably, it is crucial to characterize their effect on cell cycle, using the
fluorescent properties of FUCCI cells. It would also bring additional knowledge on the
biological response to these anti-cancer molecules. This work thus proposes, for the
first time, to investigate the effects of iron-chelator DFO and CoCl2 on HeLa-FUCCI
cells proliferation dynamics. We constructed our study as follows. We first verified that
a lack of oxygen generates a fluorescence extinction, even in moderate hypoxia (3%
O2). To evaluate the toxicity of DFO and CoCl2, we studied their influence on cell
death and cell growth of HeLa-FUCCI cells. This first step is necessary to rigorously
interpret the fluorescent data. It also provides interesting comparative results of the
cellular effects of the two molecules. Then, we studied their actions on the cell cycle
dynamics of HeLa-FUCCI cells. We show that this cell line exhibits an original response
to iron-chelators DFO and CoCl2, quite different from observations obtained with other
cell lines, mainly showing an arrest at the G1/S transition [71]. In our experimental
conditions, DFO generates a G2-phase arrest of the cell cycle when its concentration
passes a threshold. CoCl2 acts on cell proliferation following a complex biphasic effect.
Depending on dose and time of exposure, it promotes or inhibits the entry into the
cycle. By using some known elements of the genetic characteristics of HeLa cells, we
propose a molecular mechanism to explain our observations. It gives hypothesis to test
the action of DFO and CoCl2 on the MAPK pathway.
Methods
Culture conditions HeLa cells expressing the FUCCI probes (HeLa-FUCCI) were
provided by the RIKEN BRC through the National Bio-Resource Project of MEXT,
Japan. Cells were maintained in DMEM (PAA, Piscataway, NJ ), with 10 000 U/ml of
penicillin-streptomycin and 10% of fetal bovine serum at 37 ◦C in a 5% CO2 humid-
ified atmosphere. For CoCl2 and DFO treatments, a 50mM solution of CoCl2 and a
20mM solution of DFO were prepared by dissolving cobalt chloride (Cobalt(II) Chlo-
ride hexahydrate, Sigma-Aldrich, Saint-Louis, MO) and DFO (Deferoxamine mesylate,
Sigma-Aldrich, Saint-Louis, MO) in ultra-pure water. Defined volumes of these solu-
tions were added to cells previously cultured for 12 hours on one chamber Lab-tek
cover-glasses (initial concentration :1.105 cells per mL). All experiments are compared
to control groups. Cells in control groups were cultured in the same conditions than
the DFO or CoCl2 groups, but without any chemicals. For the experiments in hypoxia
we used a SANYO MCO-5M cell culture incubator which allows one to impose various
conditions of oxygen pressure on the cells.
Cell death measurements The number of cells and the level of cell death were
determined using Trypan Blue. After treatment with trypsin, 20µL of cells in DMEM
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were mixed with 20µL of Trypan Blue (Trypan Blue 0.4%, Invitrogen, Eugene, Ore-
gon). Cell concentration and viability were automatically determined using Invitrogen
Countess Automated Cell Counter R©. The experiments were performed in quadrupli-
cate cultures. Statistical analysis was performed to compare mortality ratio and cell
concentration for the different experimental conditions. We applied Student tests to
compare average values.
Fluorescent imaging Fluorescent images were taken using a Z1 Axio Observer in-
verted fluorescent microscope (ZEISS, Iena, Germany). This microscope is equipped
with a EMCCD Camera (Hamamatsu C9100-13) and is piloted with the AxioVision
software. For each cover-glass, corresponding to the different experimental conditions,
images were taken with three canals (GFP, Texas-Red and Bright Field), in 40-60 fields,
representing a total of about 4000 cells after 48h of growth in normoxic conditions and
10000 cells after 96h.
Cell cycle phases definition The definition of the different cell cycle phases was
originally presented by Sakaue-Sawano et al. (2008) [85]. It was then notably used by
Nagano et al. (2013) [89]. Figure 4.2A presents the classical definition of the cell cycle
phases in the FUCCI system, and figure 4.2B presents a microscopic field where all
phases are visible and can be distinguished Cells with a visible red fluoresence are
considered to be in the G1 phase, green cells are in the G2 phase, red and green cells in
the S phase. Cells in M phase are not fluorescents. Since our study specifically considers
the entry into the G1 phase, we named G0/G1init the phase of the non-fluorescent cells
which are not in the M phase. “G0” stands for the quiescent state and G1init stands for
the very beginning (i.e. initiation) of the G1 phase. Indeed, biologically, these cells can
be in a quiescent (G0) state or in early G1 phase [85]. The M and G0/G1init phases were
distinguished using a morphological criterion (figure 1). Indeed, cells in M phase present
characteristic features (spheric shape, absence of nucleus). This criterion is based on the
classical tools used to identify mitosis in cell cultures. This phase is highly recognizable
since the cells take a typical morphology, characterized by a spherical shape and the
absence of nucleus.
Images processing and statistics To study the influence of CoCl2 and DFO on the
cell cycle, the fluorescent images were processed using ImageJ and Matlab (Mathworks
2012a) to count, in each field, the number of fluorescent cells. An example of the images
we used is given on Figure 1.B. We used ImageJ (ImageJ 1.46a) and Matlab (Mathworks
2012a) to analyze these fluorescence data. The images are filtered to eliminate noise,
and binarized to isolate the cells. We then create masks that we apply to the original
images to extract the red and green fluorescences. If they are superior to the noise, they
are taken into account to identify the cell phase. The non-fluorescent cells (M or G0/G1
init) are manually counted. Thus, the percentage P of cells in each phase is obtained
for each field of the cover-glass considered. To statistically estimate the mean value
of P, we consider in this cover-glass 10 samples of more than 500 cells. In this way,
the value of P and its standard deviation is obtained for each experimental conditions.
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We statistically compared these values of P by using Student tests. Four independent
series of experiments were performed in order to test the reproducibility of the results.
Figure 4.2: Fluorescent images of HeLa-Fucci cells. A. Criteria for the classification of
FUCCI cells into each cell cycle phase. From the left to the right : red channel, green channel,
and merge of red, green and bright-field channels. Red cells are in the G1 phase, cells with both
red and green fluorescence are in the S phase, green cells are in the G2 phase. Non-fluorescent
cells are in M or G0/G1 init phase. These two phases are differentiated with morphological
criteria. B. Example of a microscopic field with FUCCI-cells in different phases of the cycle.
Results
Fluorescence extinction of HeLa-FUCCI cells in hypoxic conditions HeLa-
FUCCI cells are known to lose their fluorescence under hypoxia [129]. According to
Kaida and Miura (2012) [128], this is due to the expression of proteins containing non-
oxidized chromophores. We first submitted HeLa-FUCCI cells to moderate hypoxia to
verify if the extinction occurs in such smoother condition. First observations made after
an exposure of 48h at 3% O2 confirm the existence of a phenomenon of fluorescence
extinction. The fluorescence is recovered after 3 hours in normoxia. Figure 4.3A shows
this effect of hypoxic loss and normoxic recovery of fluorescence in a representative
field of a cover-glass cultivated at 3% O2 and observed along time in normoxic con-
ditions. Following the same methods as Kaida et al. (2012) [129], we quantified this
fluorescence recovery of Kusabira Orange 2 and monomeric Azami Green. After 48h
at 3% O2, the cells were reoxygenated and we followed the time evolution of the max-
imum fluorescence response for the two fluorescence channels. The results presented
were obtained by sampling a cover-glass into forty microscopic fields, with more than
fifty cells in each one. Images were taken every twenty minutes for about five hours.
The maximum fluorescence was extracted along time in each of these fields, and the
average fluorescence calculated. Figure 4.3B shows that the maximum red fluorescence
increases for almost 2 hours. Thus, even under moderate hypoxia, the artefact linked
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to the fluorescence extinction makes difficult the use of HeLa-FUCCI cells to study cell
cycle dynamics under real hypoxia. That is why it is necessary to test the relevance
of the hypoxia-mimetic chemicals DFO and CoCl2 to simulate the effects of a lack of
oxygen on cell proliferation.
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Figure 4.3: Fluorescence recovery after reoxygenation of Hela-FUCCI cells exposed to
moderate hypoxia (3% O2 during 48h). A. Fluorescence imaging of FUCCI cells after 20, 120
and 220 min of reoxgenation (from the left to the right). B. The red and C. the green fluores-
cence signals after reoxygenation are plotted as functions of time. The values are calculated
by considering the average of the 10% most fluorescent pixels of each field, and normalized
to the maximal value, as done by Kaida et al. (2012) [129]. The statistics are calculated
using Student’s test, with respect to the fluorescence measured 20min after reoxygenation.
∗P<0.05, ∗∗P<0.01.
Estimation of DFO and CoCl2 toxicity In order to determine the range of con-
centrations to be used, we first investigated the toxicity of DFO and CoCl2 after 48h
of treatment for our cell line. For DFO, we found a significant increase of cell death
compared to control for a concentration of 1mM, compared to a control cultured in the
same conditions but without DFO. In the case CoCl2, this threshold concentration is
400µM (data not shown). Both values are much higher than those reported for other
cell lines. For example, the apoptotic ratio is already significant at 200µM CoCl2 for
PC-2 cells [75] and also for mouse embryonic stem cells where Lee et al. (2013) [76]
have reported a mortality ratio of 40% after 48h at 150mM CoCl2. For DFO, Guo et al.
(2006) [73] found an effect of a 48h exposure to DFO on cell death for a concentration
of 100µM. As a consequence, it appears that the toxicity of these molecules strongly
depends on the cell line. In order to isolate the effects of DFO and CoCl2 on the cell
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cycle from its influence in inducing cell death, we limited the use of these molecules to
their non-toxic concentration range. In the rest of the study, we then used concentra-
tions up to 500µM for DFO, and up to 200µM for CoCl2.
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Figure 4.4: Effect of DFO on cell growth
and mortality. A. Mortality of HeLa-FUCCI
cells treated with DFO (100, 250 and 500µM)
during 24h, 48h, 72h and 120h. The values
were normalized, at each time, to the mortal-
ity of the control group (red dotted line). B.
Growth profile of HeLa-FUCCI cells treated
with 100/500µM of DFO. Statistics were cal-
culated using Student’s test, with respect to
the control group. ∗P<0.05, ∗∗P<0.01.
DFO promotes cell death and inhibits cell growth We first measured the mor-
tality (or cell death ratio) for different concentrations of DFO, at 24h, 48h, 72h, and
120h. Figure 4.4.A shows the evolution of mortality after a treatment from 24 to 120
hours by 0, 100, 250 or 500 µM DFO. We observe that the influence of DFO on cell
death is visible after a relatively important delay. Indeed, for the concentrations we
used, DFO has no effect before 120h of treatment. Thus, HeLa-FUCCI cells are rela-
tively resistant to long-term toxicity of DFO, since Renton et al. (1996) [84] found a
toxic effect at 10µM DFO after 3 days in glioma cells. We then built the cell growth
profile by evaluating the total cell concentration (live and dead cells) in the culture
(Fig. 4.4.B). DFO inhibits cell growth, and this effect is not due to cell death. As a
consequence, it may be due to its influence on cell cycle dynamics.
Dose and time dependency of CoCl2 effect on cell death and growth We
did the same work with CoCl2, for 0, 100 and 200µM (Fig.4.5). The results obtained
4.2 Etude des effet de DFO et CoCl2 sur le cycle cellulaire 67
0
0.2
0.6
0.8
1
1...2
1...4
1.6
1.8
0.4
2.0
2.2
2.4
*
*
*
*
*
*
B
24h 48h 72h 120h
Time (h)
Control
200
100
Ce
llc
onc
ent
rat
ion
(10
^5
cel
ls/m
L)
100
Ce
lld
eat
hr
ati
o(
nor
ma
lize
d)
0.
0.
0.
0.8
1.
1.
1.6
1.
2
2.2
2. 200
A
B
Figure 4.5: Effect of CoCl2 on cell growth
and mortality. A. Mortality of HeLa-FUCCI
cells treated with CoCl2 (100, 200µM) dur-
ing 24h, 48h, 72h and 120h. The values were
normalized, at each time, to the mortality
of the control group (red dotted line). B.
Growth profile of HeLa-FUCCI cells treated
with 100/200µM CoCl2. Statistics were calcu-
lated using Student’s test, with respect to the
control group. ∗P ¡0.05, ∗∗P¡0.01.
exhibit a more complex cellular response. We first observe three steps in the evolution
of the cell death ratio. At 24h, CoCl2 induces cell death (multiplied by 1.8 compared to
control for the 200µM group). After this first response of the cells to the chemical agent,
CoCl2 has a zero (at 48h) or negative effect (at 72h, 100µM group) on mortality. Then,
at 120h, CoCl2 induces cell death. The action of CoCl2 is time and dose dependent,
with a complex evolution during the treatment. At short and long time-scale, CoCl2
promotes cell death. At medium time-scale, it does not have any effects, or it reduces
cell death. The growth profile shows that at the beginning of the treatment (24h), the
cells concentration in the CoCl2- treated groups is more important than in the control
group (increase of 50% for the 200µM group compared to control). This observation
is statistically significant (P<0.05). Therefore, cell growth is stimulated by CoCl2. As
mortality is more important at 24h in CoCl2-treated group than in control group, this
increase of cell concentration is certainly due to a stimulation of cell division. At the
opposite, after 48h of treatment, an inhibition of cell growth is observed for the 200µM
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group (decrease of 45% at 72h). This behavior must be due to an inhibition of cell divi-
sion, up to 120h. After this time, the increase of the dead cells ratio may influence the
population growth. The 100µM group grows with the same kinetic as the control group.
These results shows that CoCl2 and DFO have very different influences on cell
death and cell growth. DFO rapidly inhibits cell proliferation, and induces cell death
after 120h. CoCl2 acts in a more complex manner. It promotes cell death or survival,
and inhibits or promotes cell growth depending on dose and time of exposure. The
comparison between mortality and population growth enables to estimate the division
rate of the cell. For CoCl2, at 24h, a reasonable hypothesis is that the proliferation rate
is necessarily much higher for the 200µM group than for the control group, since the
population growth is more rapid whereas the mortality is higher. As a consequence, our
results with HeLa-FUCCI cells suggest that the biphasic effect observed in population
growth is most probably due to modifications of the cell cycle dynamics. In a similar
way, the inhibition of cell growth in the DFO-treated groups is not due to an increase
of mortality, but certainly to a blockage of cell cycle progression.
DFO promotes cell cycle arrest in G2-phase of HeLa-FUCCI cells By using
fluorescent microscopy, we first imaged the progression of the cell cycle in control and
DFO-treated groups. Figure 4.6 gives a representative example of the observed effects
of DFO on cell cycle. Compared to the control group, the cells treated during 24h with
a 500µM solution of DFO show a very important proportion of green cells. This obser-
vation suggests that DFO tends to block the cell cycle during the G2-phase. In order to
test and precise this hypothesis, we evaluated the temporal evolution of the G2-phase
proportion for populations treated with a large range of DFO concentrations, from 10
to 500µM. Figure 4.7 presents the results. They were calculated using the statistical
method described in the Material and Methods section. We first observe that DFO has
an effect on cell cycle for concentrations bigger than 10µM. For concentrations from
25 to 500µM, the proportion of cells in the G2-phase is above 80% after 72h. It means
that nearly all the cells are blocked in G2-phase. The kinetics of cell cycle arrest strictly
depends in this case on DFO concentration. Thus, the DFO-mediated cell cycle arrest
in the G2 phase appears to be a switch-like phenomenon. At low concentration, there is
no effect. When DFO level reaches a threshold, more than 80% of the cells are blocked
after 72h. The kinetics of this blockage at the population scale depends on the DFO
concentration.
CoCl2 has a biphasic effect on HeLa-FUCCI cells proliferation dynamics
We then applied the same protocol to characterize the influence of CoCl2 on the cell
cycle dynamics. By using the cell cycle phase definition described in the Material and
Methods section, we could measure the ratio of non-cycling cells (G0/G1init cells). We
performed this measurement for control, 100µM and 200µM groups, after 24h and 72h
of treatment (Fig.4.2.1). At 24h, CoCl2 decreases the ratio of G0/G1init cells (decrease
of 35% for 100µM and 30% for 200µM compared to control). At 72h, the 100µM group
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Figure 4.6: Visualization of the effects of DFO on cell cycle progression of HeLa-FUCCI
cells. A. Example of a representative field of a cover-glass cultivated during 24h in normal
conditions (control group). B. Representative field of a cover glass cultivated during 24h with
500µM DFO.
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Figure 4.7: Time evolution of the percent-
age of cells in the G2 phase in cultures submit-
ted to different levels of DFO. The ratio (ex-
pressed in %) of HeLa-FUCCI cells in G2-phase
is measured along time, for various concentra-
tions of DFO (from gray to black : control,
10µM, 25µM, 50µM, 100µM, 250µM, 500µM).
Statistics were calculated using Student’s test,
with respect to the control group. ∗P<0.05,
∗∗P<0.001, ∗ ∗ ∗P<0.0001.
does not show any significant changes in G0/G1init ratio compared to the control group.
The 200µM group is characterized by an important increase of G0/G1init ratio compared
to control (increase of 150%). Interestingly, there is no significant change in the G2+M
and G0+G1 cells percentage (data not shown). The reproducibility of these results was
tested with four independent series of experiments. These observations thus suggest
that CoCl2 influences the transition between G0/G1init and G1 phase, that is to say
the entry into the cycle. We conclude that the HIF-1α inducer CoCl2 modulates the
ability of the cells to begin their cycle. Interestingly, this influence of CoCl2 is biphasic,
and determined by time and dose. After 24h of treatment, CoCl2 strongly promotes
entry into the cycle. At 72h, this effect vanishes for the 100µM group, and is reversed
for the 200µM group. CoCl2 becomes an inhibitor of the entry into the cell cycle.
70 Hypoxie et cycle cellulaire : approche expe´rimentale
0.5
1
1.5
2
2.5
%G
0/G
1in
it
ph
ase
(no
rm
ali
zed
)
0 100 200
72h
* *
*
24h
[CoCl2]
Cell cycle
inhibition
Cell cycle
activation
**
**
Figure 4.8: Effect of CoCl2 on the entry
into the cell cycle. The ratio of HeLa-FUCCI
cells which have stopped cycling (G0/G1init
cells) is measured after a 24h or 72h treatment
with 100 or 200µM CoCl2, and normalized
to the normoxic value (horizontal red dotted
line). The statistics were calculated using Stu-
dent’s test, with respect to the control group
(without CoCl2).
∗P<0.001, ∗∗P<0.0005.
Discussion
In this work, we tested for the first time, on HeLa-FUCCI cells, the effect on cell
death, cell growth and cell cycle of two widely used hypoxia-mimetic molecules (DFO
and CoCl2). Our principal result concerns the characterization of the cell cycle dynamics
using fluorescent microscopy. We found that CoCl2 has a biphasic effect on this cell
line. It first promotes the progression into the G0/G1 phase, and inhibits it in a second
time. DFO was found to induce a cell cycle arrest in G2 phase, following a switch-like
behavior. When its concentration reach a threshold (10µM), more than 80% of the cells
stops in this phase with a kinetics depending on DFO concentration. This observation
leads to various types of conclusions. First, it provides interesting informations about
the use of hypoxia-mimetic agents on FUCCI cells. We notably found that the effects
of the molecule used are different from the known cellular response of hypoxia, which
tends to promote cell cycle arrest in G1 phase [3, 48, 51]. We note here that the use
of HeLa-Fucci cells allowed us to distinguish the G0 from a G1init phase, which would
not have been possible with other techniques such as flow cytometry. We could thus
precisely quantify the effects of CoCl2 on the entry into the cycle. From our work,
it appears that DFO and CoCl2 certainly have a large range of biological effects on
HeLa-FUCCI cells which hides the consequences of HIF-1α induction. This conclusion
shows strong obstacles to the use of HeLa-FUCCI cells to study the effect of hypoxia
on the cell cycle. However, as we have shown that the fluorescence recovers after about
2-3 hours in normoxia, this cell line can be a good tool to study the influence of
reoxygenation on cell cycle dynamics. The tools we developed in this study could be
used towards this interesting perspective.
Second, the cellular response to Fe-depletion has been intensely studied over this
last years [71]. In this framework, the results we obtained with the HeLa-FUCCI cell
line are surprising. Whereas these two molecules were often shown to promote cell cycle
arrest in G1 or S phase, they act differently in HeLa-FUCCI cell line. The biphasic effect
of CoCl2 on cell growth was reported in the study by Dai et al. (2012) [75], but the
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authors did not explain this observation by precisely studying the cell cycle dynamics.
As the FUCCI cells allow us to follow the G0/G1 progression (non-colored to red cells),
we could observe the biphasic effect of CoCl2 on the entry into the cycle. Moreover, the
G2-phase arrest in presence of DFO was rarely observed [71]. How can we explain the
particular features of the response of HeLa-FUCCI to iron-chelators DFO and CoCl2 ?
In their review, Yu et al. (2007) [71] note that one of the principal actor of the G1/S
arrest in presence of these molecules is the p53 protein, which inhibits the cyclins D and
E. Yet, HeLa cells are known to have low p53 activity [133–135]. This could explain
the absence of a G1-phase arrest. This idea is confirmed by the fact that cell lines
exhibiting a G1-phase arrest in presence of DFO or CoCl2 seem to present a wild-type
p53 activity : hMSC [74], UCC-2 [78], T-Lymphocytes [80]. Interestingly, the study
by Brodie et al. (1993) [81] quantified the proliferation of two cell lines in presence of
DFO. The SKN-SH cell line (neuroblastoma) is very sensitive to G1 phase arrest. It has
a non-mutated p53 activity, as suggested by the results of Kim et al. (2002) [136]. On
the contrary, the T98G cell line (glioblastoma) is not sensitive to G1 phase arrest, and
it presents a low p53 activity [137]. The low p53 activity of HeLa cells is also coherent
with the high resistance to apoptosis we observed in this study. If p53 cannot explain
the cell response to DFO and CoCl2, which pathway could be involved ?
The MAPK signaling cascade is strongly activated by iron-chelators [71]. More
specifically, it was shown that DFO and CoCl2 activate this pathway [79, 138–140].
Besides, it is functional in the HeLa cell line [141, 142]. The enzymes of the MAPK
family, notably p38, ERK and MEK have numerous effects on the cell cycle. First, they
are known to inhibit the G2/M transition, and to promote G2-phase arrest of the cell
cycle [143]. Second, it was shown that they have an effect on G0/G1 progression. On
the one hand, ERK1/2 can inhibit the progression into the G0/G1 phase by promoting
the synthesis of Mirk/Dyrk1B [144]. On the second hand, it was recently shown that in
HeLa cells, ERK1/2 promotes proliferation by activating the progression into the G1
phase [145]. Thus, ERK can have two opposite effects on cell proliferation. It provides
a promising approach to explain the biphasic response to CoCl2 we observed with
HeLa-FUCCI cells. Interestingly, a biphasic effect related to MAPK activation by Cd
and Hg was observed by Hao et al. (2009) [146]. As a consequence, our hypothesis
that the response of HeLa-FUCCI cells to CoCl2 treatment is due to the activation
of the MAPK pathway may be relevant. Following this view, in presence of CoCl2,
proteins activating cell proliferation are primarily synthesized. The work of Bai et al.
(2015) [145] suggests that the p-c-fos protein could be involved in this step. Then,
Mirk/Dyrk1B gene is expressed, and the progression into the G0/G1 phase is slowed
down. As our experiments show that the biphasic time-response to CoCl2 is coupled to
a biphasic dose-response, we can suggest that the differential activation of the Mirk and
p-c-fos pathways could also depend on the concentration of the chemical. However, in
this framework, it remains difficult to understand why DFO and CoCl2 have different
actions on the cell cycle dynamics. It may depend on the type of enzymes activated by
each of these agents. DFO would activate the MAPK-mediated G2-phase arrest, and
CoCl2 the biphasic action of MAPK on the G0/G1 progression. The complexity of the
MAPK pathway and the huge number of its targets do not allow to propose a more
precise hypothesis. In all cases, the idea of a predominance of the MAPK pathway,
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because of the inactivity of p53 activity, is an interesting hypothesis. It could be tested
with molecular biology protocols. There would be many approaches to test. That is
why we chose to limit our work to this first investigation at the cellular scale. For
instance, it would be interesting to observe the effects of chemical inhibitions of the
MAPK signaling cascade, as made in previous studies [143, 145]. If the hypothesis is
verified, HeLa-FUCCI cells would be a good tool to precisely study the poorly known
impact of iron-chelators agents on the MAPK pathway.
4.2.2 Conclusion
Dans ce deuxie`me article, nous avons utilise´ les cellules HeLa-FUCCI pour tester
les effets sur la prolife´ration de deux mole´cules largement utilise´es pour mimer l’hy-
poxie (DFO et CoCl2). Il est apparu tout d’abord que CoCl2 avait un effet biphasique
sur cette ligne´e cellulaire : la mole´cule promeut en un premier temps la progression
dans la phase G1, avant de l’inhiber. Nous avons e´galement montre´ que DFO indui-
sait un arreˆt en phase G2, selon un comportement “switch-like”. Lorsque sa concen-
tration de´passe un certain seuil (10µM), plus de 80% des cellules arreˆtent leur cycle
en suivant une cine´tique de´pendant de la concentration en DFO. Diffe´rents types de
conclusions peuvent eˆtre tire´es de ces re´sultats. En premier lieu, ils fournissent des
indications sur la pertinence de l’utilisation de mole´cules pour mimer l’hypoxie sur la
ligne´e HeLa-FUCCI. Les effets observe´s s’e´cartent notablement des re´ponses connues
au stress hypoxique, qui tend a` induire un arreˆt du cycle en phase G1 [3, 48, 51].
Il semble donc que DFO et CoCl2 aient un grand e´ventail d’effets biologiques, qui
masquent les conse´quences de l’induction de HIF-1α. Leur utilisation ne peut donc pas
eˆtre considere´e comme e´quivamente a` une hypoxie re´elle. Notons que d’autres mole´cules
inductrices de HIF-α pourraient eˆtre utilise´es pour e´tudier les effets de l’hypoxie sur
les cellules HeLa-FUCCI. Le DMOG, par exemple, est un inhibiteur compe´titif des
PHDs [147]. Par ce biais, il stabilise HIF-1α [148]. Cependant, le DMOG e´tant un
analogue du 2-oxoglutarate, il inhibe e´galement les dioxygenases de´pendantes du 2-
oxuglutarate [149]. Etant donne´, en outre, le phe´nome`ne d’extinction de la fluorescence
que nous avons observe´, il apparaˆıt donc que les cellules FUCCI ne sont pas un mate´riel
aise´ a` utiliser pour e´tudier les effets de l’hypoxie sur la dynamique du cycle. Cepen-
dant, elles offrent la possibilite´ de pouvoir suivre le comportement cellulaire lors d’une
re´oxyge´nation. Le re´tablissement de la fluorescence apre`s 2-3h en normoxie autorise
en effet a` suivre la dynamique du cycle apre`s un cycle hypoxie/re´oxyge´nation. Nous
aborderons ce the`me dans le chapitre suivant.
Deuxie`mement, notre travail apporte des comple´ments inte´ressants a` l’e´tude de
l’influence des mole´cules perturbant l’utilisation cellulaire du fer sur la dynamique
du cycle cellulaire. Ce champs d’e´tude est particulie`rement dynamique actuellement,
de part les proprie´te´s anti-cance´reuses de ce type de mole´cules [71]. L’utilisation des
cellules HeLa-FUCCI apporte ici une plus-value importante, puisqu’elles nous perme-
ttent de suivre pre´cise´ment la progression de la phase G1. Notamment, nous avons pu
diffe´rentier la phase G1 proprement dite d’une phase G0/G1init , ce qui n’aurait pas e´te´
possible en cytome´trie de flux. Nous avons donc pu quantifier finement les effets de
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CoCl2 sur l’entre´e dans le cycle. Les re´sultats que nous avons obtenus avec les cel-
lules HeLa-FUCCI sont surprenants. Alors que ces deux mole´cules sont connues pour
provoquer un arreˆt du cycle en phase G1 ou S, leurs effets sont ici tre`s diffe´rents. Tout
d’abord, l’effet biphasique de CoCl2 sur la croissance cellulaire a e´te´ mis en e´vidence
par Dai et al. (2012) [75], mais les auteurs n’ont pas comple´te´ ce re´sultat par l’e´tude
fine de la dynamique du cycle cellulaire. En suivant finement la progression dans la
phase G1, nous avons montre´ que CoCl2 pouvait promouvoir ou inhiber l’entre´e dans le
cycle. D’autre part, l’arreˆt en phase G2 en pre´sence de DFO n’a e´te´ que tre`s rarement
observe´ [71]. Comment pouvons nous expliquer ces caracte´ristiques de la re´ponse des
cellules FUCCI aux agents DFO et CoCl2 ? Dans leur review, Yu et al. (2007) notent
que l’un des principaux acteurs de l’arreˆt en G1/S en pre´sence de ces mole´cules est
la prote´ine p53, qui inhibe les cyclines E et D. Or, les cellules FUCCI sont connues
pour avoir une activite´ p53 tre`s faible [133–135]. Cela pourrait donc expliquer l’absence
d’arreˆt en G1/S. Cette ide´e est confirme´e par le fait que les ligne´es cellulaires exhibant
ce type de blocage du cycle en pre´sence de DFO ou de CoCl2 semble pre´senter une
activite´ p53 normale : hMSD [74], UCC-2, [78], Lymphocytes-T [80]. De manie`re sig-
nificative, l’e´tude de Brodie et al. (1993) [81] quantifie la prolife´ration de deux ligne´es
cellulaires en pre´sence de DFO. Les cellules SKN-SH (neuroblastome) sont tre`s sensi-
bles au blocage en G1/S ; elles pre´sentent en outre une activite´ p53 normale [136]. A
l’inverse, les cellules T98G (glioblastome) ne sont pas sensibles a` l’arreˆt en phase G1,
et sont caracte´rise´es par une faible activite´ de la prote´ine p53 [137]. L’ide´e d’une inhi-
bition de la voie p53 dans les cellules HeLa-FUCCI est confirme´e par la forte re´sistance
a` l’apoptose que nous avons constate´e dans cette e´tude. Si la prote´ine p53 ne peut pas
expliquer les effets de DFO et CoCl2, quelle voie de signalisation est implique´e ?
La cascade de signalisation MAPK (MAP Kinases) est fortement active´e par les
che´lateurs du fer [71]. Plus spe´cifiquement, il a e´te´ montre´ que DFO et CoCl2 activent
cette voie [79, 138–140]. En outre, elle est fonctionnelle dans les cellules HeLa [141, 142].
Les enzymes de la famille MAPK, notamment p38, ERK et MEK ont de nombreux effets
sur le cycle cellulaire. Premie`rement, elles sont connues pour inhiber la transition G2/M,
et pour promouvoir un arreˆt en phase G2 du cycle cellulaire [143]. Deuxie`mement, il a
e´te´ montre´ qu’elles ont e´galement un effet sur la progression en phases G0/G1. D’une
part, ERK1/2 peut inhiber la progression de la phase G1 en promouvant la synthe`se
de Mirk/Dyrk1B [144]. D’autre part, il a e´te´ montre´ re´cemment que dans les cellules
HeLa, ERK1/2 joue sur la prolife´ration en activant l’entre´e dans le cycle. Ainsi, les
ERK peuvent avoir deux effets oppose´s sur la prolife´ration cellulaire. Cette donne´e
fournit une approche prometteuse pour comprendre la re´ponse biphasique des cellules
FUCCI au CoCl2. De manie`re inte´ressante, un tel effet biphasique lie´ a` l’activation de
la voie MAPK a e´te´ observe´ par Hao et al. (2009) [146]. Notre hypothe`se est alors la
suivante. En pre´sence de CoCl2, les prote´ines activant le cycle cellulaire sont d’abord
synthe´tise´es. Les travaux de Bai et al. (2015) [145] sugge`rent que la prote´ine p-c-fos
pourrait eˆtre implique´e dans cette e´tape. Puis, le ge`ne Mirk/Dyrik1B est exprime´, et
la progression dans la phase G1 est ralentie. Etant donne´ que nos expe´riences montrent
que la re´ponse biphasique au CoCl2 de´pend du temps, mais e´galement de la dose,
nous pouvons sugge´rer que l’activation diffe´rentielle des voies Mirk et p-c-fos pourrait
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de´pendre e´galement de la concentration de la mole´cule. Cependant, dans ce cadre,
il reste difficile de comprendre pourquoi DFO et CoCl2 ont des effets diffe´rents sur la
dynamique du cycle cellulaire. Cela pourrait de´pendre du type d’enzymes sur lesquelles
jouent chacun de ces agents. DFO activerait l’arreˆt en G2 me´die´ par la voie MAPK, et
CoCl2 l’action biphasique des MAPK sur la progression en phase G1. La complexite´ de
cette voie de signalisation, et le nombre important de ses cibles empeˆche de proposer
un sce´nario plus pre´cis. Dans tous les cas, l’ide´e d’une pre´dominance de la voie MAPK
due a` une inactivite´ de la prote´ine p53 est une hypothe`se inte´ressante. Nous avons
re´sume´ nos conclusions sur la figure 4.9. Il serait ne´cessaire, bien e´videmment, de les
tester dans le cadre d’une e´tude plus pousse´e de biologie mole´culaire. Par exemple,
il pourrait eˆtre inte´ressant d’observer les effets d’inhibitions chimiques de la voie de
signalisation MAPK. Si notre hypothe`se est ve´rifie´e, les cellules HeLa-FUCCI pourrait
eˆtre un bon outil pour e´tudier l’impact peu connu des mole´cules diminuant l’utilisation
intra-cellulaire du Fer sur la cascade MAPK.
4.3 Re´cupe´ration apre`s blocage en phase G2
Dans l’article pre´ce´dent, nous avons montre´ l’existence d’un blocage du cycle en
phase G2 apre`s traitement au DFO. Pour des concentrations supe´rieures a` 10µM, les
cellues HeLa-FUCCI subissent en effet un arreˆt progressif en phase G2, dont la cine´tique
de´pend de la concentration en agent chimique. Afin de comple´ter nos re´sultats, nous
avons e´tudie´ la re´versibilite´ de l’effet de DFO sur le cycle. Dans quelques publications
traitant de la prolife´ration en pre´sence de che´lateurs du fer, cet aspect du proble`me
est aborde´. Dans les travaux de Broodie et al. (1993) [81], le milieu contenant du
DFO (40µM) est remplace´ par du milieu frais apre`s 48h de traitement. Les auteurs
observent un rede´marrage du cycle dans le cas de cellules de glioblastome, mais pas
dans le cas du neuroblastome. Metzendorf et al (2010) [82] ont quant a` eux montre´
que l’inhibition e´tait re´versible apre`s 48h en pre´sence de 10µM de DFO. Nous avons
choisi de re´aliser une e´tude plus syste´matique sur les cellules HeLa-FUCCI, afin de
de´tecter d’e´ventuels seuils d’irre´versibilite´ pour l’action de DFO. Le protocole choisi
a e´te´ le suivant. Apre`s diffe´rents temps d’exposition (24h ou 48h) a` 50µM ou 250µM
de DFO, les lames sont rince´es plusieurs fois et le milieu remplace´ par du milieu frais.
La dynamique du cycle est alors suivie et quantifie´e en microscopie de fluorescence, en
suivant le me´thodologie de´crite pre´ce´demment. La figure 4.10 donne a` voir l’e´volution
de la fluorescence dans un champs repre´sentatif, apre`s 24h de traitement avec 250µM
de DFO puis changement du milieu. Il apparaˆıt qu’apre`s un certain temps de latence
(une vingtaine d’heure), les cellules initialement bloque´es en phase G2 tendent a` rentrer
en mitose, initiant ainsi le rede´marrage du cycle : de nombreuses cellules en phase G1
et S sont visibles apre`s 30h. Il semble donc qu’apre`s 24h de traitement, le blocage
soit re´versible meˆme pour une forte dose de DFO. Afin de quantifier cette observation,
nous avons calculer l’e´volution de la proportion de cellules en phase G2 au cours du
temps apre`s le changement de milieu. Les re´sultats sont pre´sente´s sur la figure 4.11 A.
On constate une baisse significative de la quantite´ de cellules encore bloque´es apre`s
environ 20h. Apre`s environ 50h, la proportion de cellules en G2 se stabilise autour de
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Figure 4.9: Mode`le sche´matique des interactions possibles de DFO et CoCl2 avec la voie
MAPK et le cycle cellulaire. Notre hypothe`se est la suivante : dans les cellules HeLa-FUCCI,
en l’absence de prote´ine p53 active, la re´ponse des cellules HeLa-FUCCI a` DFO et CoCl2
passe par la voie MAPK. DFO pourrait induire ainsi un blocage en phase G2, et CoCl2 un
effet biphasique dose et temps de´pendant sur la progression de la phase G1.
25%. Cette valeur correspond a` la valeur controˆle (proportion de cellules en phase G2
dans une population de cellules HeLa-FUCCI en croissance sans DFO). Nous pouvons
en de´duire que la re´cupe´ration de cycle cellulaire est comple`te apre`s ce de´lai. La meˆme
de´marche a e´te´ suivie apre`s 48h de traitement avec 250µM et 50µM de DFO. Les
re´sultats sont pre´sente´s sur la figure 4.11 B. Pour 250µM, le blocage est irre´versible.
Apre`s environ 60h, une apoptose massive des cellules a e´te´ observe´e. En revanche, dans
le groupe expose´ a` 50µM, le blocage en phase G2 est re´versible : a` partir de 20h environ,
la proportion de cellules en phase G2 diminue jusqu’a` atteindre le niveau du groupe
controˆle apre`s 60h. Cette se´rie d’expe´riences montre donc que la re´versibilite´ de l’action
de DFO sur le cycle cellulaire de´pend du temps d’exposition et de la concentration de
la mole´cule. De manie`re plus ge´ne´rale, ce re´sultat est inte´ressant du point de vue des
the´rapies anti-cance´reuses. En effet, comme nous l’avons rappele´, les che´lateurs du fer
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sont largement e´tudie´s actuellement pour leurs vertus anti-tumorales. Ces mole´cules
tendent en effet a` promouvoir le blocage du cycle et l’apoptose [71]. Notamment, nous
avons ici un exemple d’action synchronisatrice d’un agent chimique : sous l’effet de
DFO, les cellules voient leur cycle bloque´ en phase G2. Lorsque l’agent est extrait du
milieu, les cellules relancent leur cycle, ce qui tend a` les synchroniser en phase M.
Or, la synchronisation des cellules tumorales est une strate´gie pouvant eˆtre utilise´e
dans le cadre de the´rapies anti-tumorales : elle permet en effet de maximiser l’efficacite´
de drogues actives sur une phase donne´e du cycle. Enfin, nous avons ici un nouvel
exemple de l’inte´reˆt des cellules HeLa-FUCCI pour suivre en direct les modifications
de la dynamique de prolife´ration.
4.4 Effets de la re´oxyge´nation
S’il est difficile d’utiliser les cellules HeLa-FUCCI en conditions hypoxiques, elles
peuvent eˆtre, en revanche, utiles pour e´tudier la dynamique du cycle lors du retour a` la
normoxie. En effet, comme nous l’avons montre´ dans l’e´tude pre´ce´dente, la fluorescence
est entie`rement re´cupe´re´e 3h apre`s la fin de l’e´pisode hypoxique. Il est donc possible,
moyennant ce temps de latence, de quantifier la prolife´ration en microscopie de fluores-
cence. Nous avons donc ge´ne´re´ un e´pisode d’hypoxie/re´oxyge´nation en soumettant les
cellules a` un traitement de 24h a` 0.3% O2, avant de les replacer en condition normox-
ique. Nous avons ensuite suivi la me´thodologie habituelle pour quantifier la dynamique
du cycle au cours du temps. Les re´sultats sont pre´sente´s sur la figure 4.4. Nous pouvons
observer une augmentation significative de la proportion de cellules en phase S par rap-
port au controˆle (multiplie´ par 3,5 apre`s 23h de re´oxyge´nation). Si l’on regarde plus
pre´cise´ment cette e´volution, on peut mettre en e´vidence deux phases d’augmentation,
suivi d’une diminution de la proportion, relative au controˆle, de cellules en phase S.
L’interpre´tation que nous proposons est la suivante. Apre`s la re´oxyge´nation, les cellules
sortant de la phase G1 sont ralenties en phase S, ce qui explique la premie`re phase de
croissance. Les cellules en S et G2 accomplissent leur cycle, et sont bloque´es en phase
S au cycle suivant, c’est a` dire environ 24h apre`s la re´oxyge´nation. Cela correspond au
pic observe´ entre 20h et 25h. L’entre´e en phase G2 entraˆıne ensuite la diminution de la
proportion de cellules en phase S. Cette hypothe`se me´rite d’eˆtre teste´e plus rigoureuse-
ment, ce que nous n’avons pas pu faire pour le moment. Notamment, il serait ne´cessaire
de suivre la dure´e du cycle cellule par cellule, et pas seulement de manie`re statistique.
Il faudrait e´galement e´tudier cette dynamique sur un plus long terme, afin de quantifier
la cine´tique du retour a` la dure´e normale du cycle. Ne´anmoins, ce premier re´sultat, mis
au regard des donne´es de la litte´rature, permet d’ouvrir quelques pistes de re´flexion.
L’arreˆt ou le ralentissement de la phase S du cycle lors d’e´pisodes de re´oxyge´nation
est en effet connu. Seim et al. (2003) [150] l’ont notamment mis en e´vidence sur des
cellules T-47D. Kim et al. (2007) [151] ont quant a` eux travaille´ sur l’effet de la
re´oxyge´nation sur le cycle des cellules mononucle´aires sanguines pe´riphe´riques (PBMC).
Ils ont mis en e´vidence une augmentation de la proportion de cellules en phase S, pas-
sant de 20% en normoxie et en anoxie a` 30% apre`s 3h ou 6h de re´oxyge´nation. Les
auteurs ont lie´ ce re´sultat a` l’activation du point de controˆle S/G2, de´pendant de la
4.4 Effets de la re´oxyge´nation 77
Figure 4.10: Reprise du cycle cellulaire apre`s blocage en G2 sous DFO. Apre`s un traite-
ment de 24h avec 250µM de DFO, le milieu de culture est renouvele´, et des images en
fluorescence sont prises re´gulie`rement. Les images sont prises dans un champ repre´sentatif, a`
diffe´rents temps apre`s le changement de milieu : 0h (A), 20h (B), 22h (C), et 30h (D).
voie ATM. Cette ide´e est en accord avec plusieurs travaux de biologie mole´culaire,
montrant l’induction de prote´ines lie´es a` la re´paration de l’ADN, notamment les voies
ATR et chk, ainsi que de p53 [152–154]. Cependant, il apparaˆıt que ces re´seaux sont
active´s tout d’abord en hypoxie, en l’absence de le´sions apparentes de l’ADN. Com-
ment de`s lors expliquer l’activation de ces voies mole´culaire ? L’hypothe`se retenue est
que la re´oxyge´nation induit un nombre important de le´sions ge´ne´tiques, qu’il con-
vient de re´parer afin de garantir la viabilite´ cellulaire [152, 153]. La cellule est ainsi
pre´munie contre les dangers d’une accumulation d’anomalies ge´ne´tiques lors du retour
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Figure 4.11: Evolution de la proportion de cellules en phase G2 apre`s traitement au DFO
pendant 24h (A) et 48h (B). Le contoˆle correspond a` une population de cellules en croissance
sans DFO.
a` la normoxie. De fait, la phase S est particulie`rement sensible a` l’apoptose lie´e a`
la re´oxyge´nation : dans ces conditions, l’inhibition des voies de re´paration de l’ADN
conduit a` l’apoptose [153, 154]. Nos re´sultats sont en cohe´rence avec ces conclusions.
Dans ce cadre, il est en effet permis de supposer que nos observations sont lie´es a`
l’induction de dommages ge´ne´tiques par la re´oxyge´nation : leur re´paration ge´ne`re un
ralentissement de la phase S. L’utilisation de cellules FUCCI nous a en outre permis
d’e´tudier ce phe´nome`ne en continu pendant 30h, ce qui est une contribution originale.
Comme nous l’avons de´ja` note´, il reste cependant encore beaucoup a` faire pour tirer
partie au maximum des informations que peuvent fournir les FUCCI sur cette ques-
tion. Une e´tude cellule a` cellule peut notamment permettre de pre´ciser et de consolider
ces premie`res observations. Elle offrirait en effet la possibilite´ d’e´tudier finement la
dynamique temporelle du phe´nome`ne de blocage/ralentissement.
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Figure 4.12: Evolution du nombre de
cellules en phase S lors d’un e´pisode de
re´oxyge´nation. Apre`s un traitement de 24h a`
0,3% O2, les cellules sont replace´es en nor-
moxie et l’e´volution de la dynamique du cycle
suivie au cours du temps. Les re´sultats sont
normalise´s par rapport a` un groupe controˆle
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4.5 Conclusion
Dans ce chapitre, nous avons cherche´ a` e´tudier expe´rimentalement l’influence de
l’hypoxie sur le cycle cellulaire, en tirant partie des cellules HeLa-FUCCI. Nous avons
tout d’abord montre´ que la sensibilite´ des fluorophores a` la pression d’oxyge`ne rend diffi-
cile l’utilisation de cette ligne´e cellulaire, meˆme dans des conditions d’hypoxie mode´re´e.
Nous avons alors axe´ notre e´tude selon deux grandes directions : l’influence de fer DFO
et CoCl2, utilise´s tant comme inducteurs de HIF-1α que comme mole´cules anti-cancer,
et l’impact de la re´oxyge´nation sur la dynamique du cycle cellulaire. Nous avons ainsi
pu montrer l’existence d’un effet biphasique de CoCl2 sur l’entre´e dans le cycle, ainsi
que d’un blocage en phase G2 sous l’effet de DFO. Dans ce dernier cas, la concentration
et le temps d’exposition de´terminent l’irre´versibilite´ du blocage. Ces re´sultats nous ont
permis de formuler une se´rie d’hypothe`ses, qui restent a` tester, quant aux relations en-
tre l’utilisation intra-cellulaire du fer et la voie MAPK. Dans un deuxie`me temps, nous
avons pu illustrer l’utilisation des cellules HeLa-FUCCI dans l’e´tude des effets de la
re´oxyge´nation. En soumettant une culture cellulaire a` un cycle hypoxie/normoxie, nous
avons mis en e´vidence l’existence d’un ralentissement en phase S, probablement lie´ a`
l’activation des re´seaux de re´paration de l’ADN. Cette dynamique reste a` pre´ciser, mais
elle apporte d’inte´ressantes pistes de re´flexion. Notamment, elle pose la question de la
re´gulation mole´culaire de HIF-1α. En effet, l’e´tude des conse´quences mole´culaires de
phe´nome`nes de re´oxyge´nation passe par une compre´hension fine des dynamiques d’in-
duction et de de´gradation de HIF-1α. Les expe´riences d’immunomarquage que nous
avons pu re´aliser confirment la ne´cessite´ de se pencher sur les me´canismes d’induction
de la prote´ine. La figure 4.13 pre´sente des images obtenues apre`s immunomarquage
indirect de HIF-1α, suivant la me´thodologie e´voque´e en 4.1.2. On constate tre`s claire-
ment une variabilite´ dans la localisation de HIF-1α : la prote´ine est soit nucle´aire,
soit cytoplasmique (ou diffuse). Elle apparaˆıt donc comme compartimente´e. Or, l’ac-
tivite´ du facteur de transcription est de´termine´e par sa concentration nucle´aire. Sa
re´partition dans la cellule est donc un aspect crucial de son action. Dans le chapitre
suivant, nous nous proposons donc de descendre d’un niveau d’e´chelle, et de chercher
a` de´crire certains aspects de la biologie mole´culaire de la re´ponse a` l’hypoxie. Pour
cela, nous formaliserons dans un premier temps un mode`le de re´gulation de HIF-1α
prenant en compte son aspect compartimente´. Dans un second temps, nous explorerons
expe´rimentalement la dynamique de cette compartimentation, en lien avec le cycle cel-
lulaire et en s’appuyant sur les possibilite´s offertes par les cellules FUCCI.
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Figure 4.13: Localisation sub-cellulaire de HIF-1α. La prote´ine HIF-1α est re´ve´le´e en
immunomarquage (me´thode pe´roxydase) apre`s un traitement de 24h en pre´sence de 250µM
de DFO. Ci-dessous, trois images re´alise´es en microscopie optique a` diffe´rents grossissements.
Les zones opaques signalent la pre´sence du facteur de trancription, soit dans le noyau (N),
soit dans le cytoplasme (C).
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Re´gulation de HIF-1α
5.1 Introduction
5.1.1 Compartimentation de HIF-1α : aspects biologiques
Comme nous l’avons de´crit pre´ce´demment, la cine´tique d’accumulation de HIF-1α
en hypoxie est bien connue. Le niveau de la prote´ine augmente rapidement, pour at-
teindre un maximum apre`s un laps de temps variant de 1 a` 5 heures selon le tissu
conside´re´ [1]. Puis, le niveau cellulaire de HIF-1α diminue progressivement, jusqu’a` re-
joindre un niveau d’e´quilibre [57, 58]. Ce niveau d’expression final de´pend de l’intensite´
de l’e´pisode hypoxique, selon une loi exponentielle caracte´rise´e expe´rimentalement par
Jiang et al. (1996) [33]. Ainsi, HIF-1α s’accumule de manie`re significative lorsque la
pression d’oxyge`ne passe sous un seuil critique, que l’on peut situer approximativement
a` 1%O2. Cette accumulation, dite switch-like, est conside´re´e comme une caracte´ristique
importante de la re´ponse cellulaire a` l’hypoxie [34].
En normoxie, HIF-1α est rapidement de´grade´e par le prote´asome. La prote´ine a
alors une demie-vie d’environ 4 min [64]. Plusieurs travaux expe´rimentaux tendent a`
montrer que cette de´gradation est compartimente´e. Il semble de`s lors que le sce´nario
suivant puisse eˆtre dessine´. En normoxie, le niveau de HIF-1α est tre`s bas, et lorsqu’elle
est de´tectable, la prote´ine est majoritairement cytoplasmique. Lors d’un e´pisode hy-
poxique, HIF-1α s’accumule rapidement dans le noyau [155–157], sugge´rant, comme le
note Berchner-Pfannschmidt [158], que la prote´ine est constitutivement importe´e dans
le noyau apre`s sa synthe`se dans le cytoplasme. Or, des e´tudes re´centes ont montre´
qu’il existait une dynamique complexe d’import/export de HIF-1α entre le noyau et le
cytoplasme. Cette dynamique est suppose´e eˆtre cruciale pour re´guler la de´gradation de
la prote´ine [58, 158]. Paralle`lement, il a e´te´ montre´ que la prote´ine pVHL est implique´e
dans une navette constitutive entre le noyau et le cytoplasme [159, 160]. L’ensemble
de ces donne´es permet alors de formuler le mode`le propose´ par Groulx et al. (2002)
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[66]. HIF-1α est synthe´tise´e et importe´e dans le noyau de manie`re constitutive. En
normoxie, lorsque le complexe pVHL/HIF-1α peut se former, la prote´ine est exporte´e
dans le cytoplasme via la navette pVHL. Elle y est alors de´grade´e par le prote´asome.
En hypoxie, la faible affinite´ de HIF-1α pour pVHL cantonne la prote´ine dans le noyau,
ou` elle interviendra comme facteur de transcription. La figure 5.1, issue du travail de
Groulx et al., illustre ce mode`le. Cependant, Zheng et al. on montre´ que la de´gradation
de HIF-1α pouvait e´galement s’ope´rer dans le noyau [65]. Plus pre´cise´ment, les cellules
hautement prolife´ratives sont effectivement caracte´rise´es par une de´gradation exclusive-
ment cytoplasmique et une accumulation de HIF-1α dans le noyau [161]. A l’inverse,
dans les cellules diffe´rencie´es, en e´tat de quiescence, la de´gradation a lieu tant dans
le cytoplasme que dans le noyau. L’activite´ prote´asomale du noyau jouerait donc un
roˆle important dans la re´gulation du niveau de HIF-1α. Selon le type de cellule con-
side´re´, cette de´gradation nucle´aire est plus ou moins intense. L’existence d’une activite´
prote´asomale dans le noyau est l’hypothe`se utilise´e par Moroz et al. pour expliquer
leurs re´sultats expe´rimentaux [58]. Dans leur e´tude, les auteurs visualisent, via le cou-
plage a` un fluorophore, l’e´volution du niveau HIF-1α apre`s avoir bloque´ la synthe`se
prote´ique par du cycloheximide. De cette manie`re, ils ont pu quantifier la cine´tique de
de´gradation de HIF-1α en normoxie. D’apre`s leur e´tude, cette dernie`re re´pond a` une loi
bi-exponentielle, caracte´rise´e par deux temps de demi-vie : 6±1.1min et 217±53min.
L’hypothe`se formule´e par les auteurs tient compte de l’existence d’une de´gradation
nucle´aire, responsable de la composante la plus lente de leur loi cine´tique (t 1
2
= 217min).
La de´gradation rapide (t 1
2
= 6min) est alors lie´e a` l’activite´ prote´asomale du cyto-
plasme.
Cependant, l’importance biologique de cette compartimentation de la de´gradation
de HIF-1α est toujours en de´bat. Le roˆle exact de la navette HIF-1α/pVHL, ainsi que
sa variabilite´, sont encore mal comprises. La re´partition de pVHL diffe`re en effet selon
l’e´tat quiescent ou prolife´ratif des populations cellulaires. Comme l’ont montre´ Lee et
al. (1996) [159], la prote´ine est majoritairement pre´sente dans le cytoplasme des cellules
non-prolife´rantes, et dans le noyau des cellules cyclantes. De manie`re inte´ressante, cette
observation est parfaitement syme´trique de celle concernant la dynamique nucle´aire
ou cytoplasmique de la de´gradation de HIF-1α [65] : dans les cellules quiescentes, la
de´gradation est surtout cytoplasmique, et se partage entre le noyau et le cytoplasme
dans les cellules prolife´rantes. Il est de`s lors tentant d’interpre´ter ces donne´es en faisant
appel a` la cine´tique d’import/export de pVHL. On peut notamment faire l’hypothe`se
que les cellules non-prolife´rantes tendent a` exporter plus efficacement pVHL vers le
cytoplasme, diminuant ainsi l’accumulation nucle´aire de HIF-1α, et augmentant donc
la de´gradation cytoplasmique. La vitesse de de´gradation e´tant plus importante dans le
cytoplasme que dans le noyau, le niveau de HIF-1α est ainsi maintenu tre`s faible. A
l’inverse, les cellules ayant une haute activite´ prolife´rative verraient l’export de pVHL,
et donc de HIF-1α, diminuer, entraˆınant ainsi une forte accumulation nucle´aire. De
manie`re inte´ressante, les cellules tumorales rentreraient donc dans ce cas de figure, ce
qui est cohe´rent avec la forte accumulation de HIF-1α observe´e en normoxie dans les
ligne´es tumorales [35].
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Figure 5.1: Mode`le propose´ par Groulx et al. (2002) [66] pour expliquer la dynamique
d’import/export de HIF-1α.
5.1.2 Les effets de la re´oxyge´nation
Si l’hypoxie chronique a des effets bien caracte´rise´s au niveau cellulaire comme
au niveau mole´culaire, il apparaˆıt depuis quelques anne´es que les phe´nome`nes de cycle
hypoxie/re´oxyge´nation ont une importance physiologique certaine. En premier lieu, lors
de la tumorigene`se, des cycles hypoxiques de fre´quences variables sont responsables de
l’e´mergence de phe´notypes agressifs et re´sistants [17, 18]. L’expression de plus de 200
ge`nes spe´cifiquement active´s par une hypoxie intermittente a ainsi e´te´ caracte´rise´e [21].
D’autre part, les dommages tissulaires cause´s par la reperfusion brutale suivant une
ische´mie sont bien connus [22, 23].
De ce fait, les conse´quences mole´culaires des cycles hypoxie/re´oxyge´nation commen-
cent a` eˆtre caracte´rise´es in vitro. Les e´tudes par Martinive et al. (2009) [60] de´montrent
que de tels cycles amplifient l’accumulation de HIF-1α par rapport a` un simple e´pisode
hypoxique. Ce re´sultat confirme les e´tudes par Yuan et al. (2008) [61] et Dewhirst et
al. (2007) [62]. Les effets de la re´oxyge´nation sur l’expression de ge`nes lie´s a` l’hypoxie
ont e´galement e´te´ explore´s, notamment par Conde et al. (2012) [23]. Ces derniers,
confirmant les re´sultats obtenus auparavant par Hsieh et al. (2009) [162], ont mis en
e´vidence la sur-expression de ge`nes de´pendant de HIF-1, codant des prote´ines telles
que le VEGF, l’EPO ou les PHD. De meˆme, Luo et al. (2010) [63] ont de´montre´ que
la prote´ine MICA, dont la synthe`se est place´e sous le controˆle de HIF-1, est fortement
induite par la re´oxyge´nation, sugge´rant une forte activite´ du facteur de transcription
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suite au retour a` la normoxie. En outre, la re´oxyge´nation est connue pour induire
l’apoptose [163, 164]. Wang et al. (2012) [59] ont montre´ que cette apoptose induite
par le retour brutal a` la normoxie e´tait due a` HIF-1α.
Ainsi, ces observations conduisent a` supposer l’existence d’une re´ponse spe´cifique
du niveau de HIF-1α a` la re´oxyge´nation. L’e´tude de Conde et al. (2012) [23] confirme
cette intuition, en montrant l’existence d’une instabilite´ de son niveau cellulaire apre`s
la fin d’un e´pisode hypoxique. Le niveau de la prote´ine baisse rapidement, puis aug-
mente pour atteindre un niveau maximal 3h plus tard, similaire a` celui observe´ dans
une situation d’hypoxie. Le niveau de HIF-1α adopte un comportement relativement
instable lors d’e´pisodes de re´oxyge´nation -comportement dont les causes ne sont pas
bien connues. La` ou` l’on attendrait une diminution progressive de sa stabilite´, le facteur
de transcription voit son activite´ amplifie´e. Notons enfin que le retour brutal a` la nor-
moxie a e´te´ incrimine´ comme un facteur pouvant de´clencher l’apoptose [59, 163, 164].
Cette donne´e ouvre une piste de re´flexion inte´ressante sur les liens unissant les re´seaux
de re´gulation lie´s a` l’hypoxie et ceux lie´s a` l’apoptose.
5.1.3 Mode`les existants pour la re´gulation de HIF-1α
De nombreux mode`les mathe´matiques de la re´gulation de HIF-1α ont e´te´ de´veloppe´s
ces dernie`res anne´es. Leur but premier est d’expliquer les principales caracte´ristiques de
l’accumulation de cette prote´ine lors d’un e´pisode hypoxique [34]. Depuis les travaux
fondateurs de Kohn et al. (2004) [68], ces mode`les cherchent a` simuler la re´ponse
mole´culaire a` l’hypoxie en prenant en compte l’action, de´pendant de l’oxyge`ne, des
PHD (Prolyl Hydroxylase Domain). Dans de nombreuses e´tudes, la dynamique de HIF-
1α est explique´e en conside´rant des phe´nome`nes de re´troactions, tels que la synthe`se
des PHD sous controˆle de HIF-1 (Kohn et al (2004) [68]), ou l’inhibition des PHD
par le succinate (Qutub et al. (2007) [69]). Le mode`le e´labore´ par N’Guyen et al.
(2013) [67] inclut l’influence de l’enzyme FIH (Factor Inhibiting HIF-1) sur l’activite´
transcriptionnelle de HIF-1, et conside`re la compartimentation noyau/cytoplasme de
la prote´ine. Afin de clarifier et de classer ces nombreux mode`les, certains auteurs ont
initie´ une analyse the´orique du syste`me d’e´quations diffe´rentielles ordinaires donne´ par
Kohn et al. (2004) [68]. Dans ce cadre, Heiner et al. (2010) [165] ont re´alise´ une analyse
structurelle, dans le but d’identifier les interactions responsables du comportement
switch-like et d’extraire ainsi le cœur du re´seau mole´culaire de re´gulation de HIF-1α.
Toutes les de´marches cite´es ici partagent un certain souci d’exhaustivite´ quant a`
la mode´lisation des re´actions enzymatiques complexes menant au controˆle de la sta-
bilite´ de HIF-1α. De fait, les e´tudes biomole´culaires ont mis a` jour de nombreuses
re´troactions, tissant un re´seau de re´gulation complexe et mal caracte´rise´. Notamment,
il reste tre`s difficile de savoir quelles interactions sont cruciales pour expliquer les
donne´es empiriques. En miroir de cette complexite´ biologique, les travaux pre´ce´dents
conside`rent tous un grand nombre d’acteurs biomole´culaires, et plusieurs boucles de
re´troactions, pour obtenir des re´sultats satisfaisants. Re´cemment, Bagnall et al. ont
e´labore´ un mode`le plus simple, conside´rant simplement la re´troaction de HIF-1α sur
les PHDs [166]. Leur but e´tait d’expliquer une instabilite´ observe´e expe´rimentalement
dans le niveau d’expression de HIF-1α. Ce mode`le minimaliste, comportant simplement
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deux agents, permet de reproduire fide`lement leurs re´sultats expe´rimentaux. Cepen-
dant, il n’explique pas les pics observe´es dans le niveau du facteur de transcription en
situation de re´oxyge´nation.
5.2 Un mode`le compartimente´ pour la re´gulation
de HIF-1α
5.2.1 De´marche et principaux re´sultats obtenus
Dans cette e´tude, nous avons de´cide´ de construire un mode`le de la re´gulation sim-
plifiant au maximum la chaˆıne des re´actions enzymatiques menant a` la de´stabilisation
de HIF-1α en normoxie. Rappelons pour me´moire que lorsque la pression en oxyge`ne
est haute, la prote´ine est hydroxyle´e par une se´rie d’enzymes spe´cialise´es dont l’activite´
est elle-meˆme finement re´gule´e. Ces modifications biochimiques augmentent l’affinite´
de pVHL pour HIF-1α, ce qui conduit a` son adressage vers le prote´asome. Dans l’arti-
cle suivant, nous avons choisi de conside´rer principalement ces deux acteurs cle´s. Leur
interaction est re´gule´e par une constante de complexation dont la valeur refle`te la pres-
sion cellulaire en oxyge`ne. Nous utilisons e´galement une unique re´troaction, re´sidant
dans le controˆle de HIF-1 sur la synthe`se de pVHL. Cette re´troaction n’a encore jamais
e´te´ prise en compte dans les mode`les pre´ce´dents, alors meˆme qu’elle est bien e´taye´e
expe´rimentalement [46]. Deux arguments de poids peuvent eˆtre apporte´s a` l’appui de
cette hypothe`se. Tout d’abord, le promoteur du ge`ne codant pour pVHL contient une
se´quence de fixation pour HIF-1, comme note´ par Blagosklonny et al. (2001) [167], sur
la base de re´sultats obtenus par Renbaum et al. (1996) [168]. La pre´sence de cette HRE
(HIF-1 Response Element) a e´te´ confirme´e par Kahrausen et al. (2005) [169]. En outre,
ces auteurs ont mis en e´vidence la liaison directe de HIF-1 sur le promoteur de pVHL.
Deuxie`mement, Karhausen et al. [169] ont de´montre´ que la prote´ine elle-meˆme, ainsi
que l’ARNm correspondant, voient leur niveau augmenter en hypoxie. La re´troaction
de HIF-1 sur la synthe`se de pVHL est donc une hypothe`se pertinente a` e´tudier.
Nous conside´rons e´galement, dans ce mode`le, l’existence de deux compartiments
(noyau et cytoplasme), dans lesquels HIF-1α est de´grade´e a` des vitesses diffe´rentes.
Une navette assure un flux constitutif de pVHL entre ces deux espaces. D’autre part,
l’activite´ des PHDs est mode´lise´e par un unique parame`tre, de´crivant l’affinite´ oxyge`ne-
de´pendante de pVHL pour HIF-1α. Conforme´ment aux donne´es biochimiques a` dis-
position, lorsque la pression d’oxyge`ne est importante, l’activite´ des PHDs l’est aussi,
HIF-1α est hydroxyle´e et son affinite´ pour pVHL est haute. A l’inverse, quand l’activite´
des PHDs est faible (hypoxie), cette affinite´ de´croit. Sur la base de ces hypothe`ses
biologiques, nous avons baˆti un mode`le mathe´matique comprenant sept e´quations
diffe´rentielles ordinaires. De part la similarite´ entre les syste`mes de re´gulation pVHL/HIF-
1α et p53/MdM2 [167], nous avons calque´ notre formulation du proble`me sur celle
de Hunziker et al. (2010) [170]. Dans chaque compartiment, nous conside´rons que le
syste`me est conduit par la loi d’action de masse qui caracte´rise la dynamique d’assem-
blage/de´sassemblage du complexe HIF-1α/pVHL. La formation de ce complexe me`ne,
dans chaque compartiment, a` la de´gradation de HIF-1α. Afin de prendre en compte
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la re´troaction sur la synthe`se de pVHL, la vitesse de transcription du ge`ne correspon-
dant est mise sous le controˆle de HIF-1. La navette nucle´o-cytoplasmique est de´crite
par des vitesses d’import/export de pVHL, ce qui assure le couplage entre les deux
compartiments.
A l’aide de ce mode`le simple, de´taille´ dans l’article publie´ dans Plos one en 2014
et pre´sente´ ci-apre`s, nous parvenons a` expliquer la dynamique de de´gradation bi-
exponentielle de HIF-1α. Nous reproduisons e´galement la cine´tique d’induction du
facteur de transcription en hypoxie, ainsi que la caracte`re switch-like de son accumu-
lation nucle´aire. En outre, en simulant les effets d’un retour brutal a` la normoxie,
nous parvenons a` donner une explication simple a` l’augmentation contre-intuitive
de la re´ponse hypoxique apre`s une re´oxyge´nation. Nous montrons ainsi qu’un cycle
hypoxie/re´oxyge´nation induit une re´ponse oscillatoire du niveau de HIF-1α pouvant
expliquer les manifestations cellulaires observe´es dans des conditions expe´rimentales
ou physiologiques similaires (notamment, l’apoptose massive et l’expression de ge`nes
spe´cifiques). D’autre part, nous mettons en e´vidence que cet effet est directement lie´ a`
la compartimentation de la dynamique de de´gradation de HIF-1α. Enfin, notre mode`le
peut eˆtre utilise´ pour mode´liser les effets, sur l’activite´ du facteur de transcription,
de diffe´rentes mutations cance´reuses, et pour tester l’efficacite´ potentielle de plusieurs
strate´gies the´rapeutiques.
5.2.2 Article : Bedessem B. and Ste´phanou A., Role of com-
partmentalization on HIF-1 degradation dynamics dur-
ing changing oxygen conditions : a computational ap-
proach, Plos One, 2014, 9(10)
Re´sume´
HIF-1α est la prote´ine centrale re´gissant la re´ponse cellulaire a` l’hypoxie. Son ac-
cumulation dans les cellules tumorales est lie´e a` l’apparition de phe´notypes agressifs et
chimiore´sistants. En conse´quence, comprendre les me´canismes de re´gulation du niveau
intra-cellulaire de HIF-1α est un enjeu majeur en vue de la conception de the´rapies anti-
cancer innovantes. Dans cet article, nous proposons un mode`le du re´seau de re´gulation
de cette prote´ine, impliquant HIF-1α et son inhibiteur pVHL. A partir de donne´es issues
de la litte´rature, nous avons fait l’hypothe`se selon laquelle la de´gradation de HIF-1α
se fait dans deux compartiments (le noyau et le cytoplasme). Une navette constitutive
assure l’existence d’un flux de prote´ines entre ces deux espaces. Nous avons en premier
lieu montre´ que ce mode`le reproduit correctement les principales caracte´ristiques de la
dynamique de HIF-1α, incluant le profil de de´gradation bi-exponentielle en normoxie,
la cine´tique d’induction en hypoxie, et son accumulation brutale selon un me´canisme
de type tout-ou-rien (switch-like). Dans un deuxie`me temps, nous avons simule´ les ef-
fets d’un e´pisode de re´oxyge´nation, et montre´ qu’un e´ve´nement de ce type ge´ne`re une
forte instabilite´ du niveau de HIF-1α. Le niveau prote´ique augmente rapidement trois
heures apre`s le de´but de l’e´ve´nement, et emprunte un comportement oscillatoire. Cet
effet disparaˆıt si on ne conside`re pas la compartimentation de HIF-1α. Ce re´sultat peut
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expliquer plusieurs observations contre-intuitives concernant la re´ponse mole´culaire et
cellulaire a` la re´oxyge´nation. Troisie`mement, nous avons simule´ la dynamique de HIF-
1α dans le cas tumoral. Nous avons conside´re´ diffe´rents types de mutations associe´es
a` la tumorigene`se, et compare´ leurs conse´quences sur la de´gradation de la prote´ine.
Nous avons ainsi pu tester diffe´rentes strate´gies the´rapeutiques. Nous avons montre´
qu’une baisse de la concentration nucle´aire de HIF-1α n’est pas force´ment associe´e a`
une atte´nuation des instabilite´s induites par la re´oxyge´nation. Autrement dit, il ap-
paraˆıt que la conception de the´rapies anti-HIF-1α doit prendre en compte ces deux
aspects de sa re´gulation afin de maximiser leur efficacite´.
Abstract
HIF-1α is the central protein driving the cellular response to hypoxia. Its accu-
mulation in cancer cells is linked to the appearance of chemoresistant and aggressive
tumor phenotypes. As a consequence, understanding the regulation of HIF-1α dynam-
ics is a major issue to design new anti-cancer therapies. In this paper, we propose a
model of the hypoxia pathway, involving HIF-1α and its inhibitor pVHL. Based on
data from the literature, we made the hypothesis that the regulation of HIF-1α in-
volves two compartments (nucleus and cytoplasm) and a constitutive shuttle of the
pVHL protein between them. We first show that this model captures correctly the
main features of HIF-1α dynamics, including the bi-exponential degradation profile
in normoxia, the kinetics of induction in hypoxia, and the switch-like accumulation.
Second, we simulated the effects of a hypoxia/reoxygenation event, and show that it
generates a strong instability of HIF-1α. The protein concentration rapidly increases 3
hours after the reoxygenation, and exhibits an oscillating pattern. This effect vanishes
if we do not consider compartmentalization of HIF-1α. This result can explain various
counter-intuitive observations about the specific molecular and cellular response to the
reoxygenation process. Third, we simulated the HIF-1α dynamics in the tumor case.
We considered different types of mutations associated with tumorigenesis, and we com-
pared their consequences on HIF-1α dynamics. Then, we tested different therapeutics
strategies. We show that a therapeutic decrease of HIF-1α nuclear level is not always
correlated with an attenuation of reoxygenation-induced instabilities. Thus, it appears
that the design of anti-HIF-1α therapies have to take into account these two aspects
to maximize their efficiency.
Introduction
The HIF-1 factor is the central protein involved in the intracellular signaling path-
way of hypoxia [113]. This transcription factor, which enhances the expression of
numerous genes, directs the very complex cellular response to hypoxia. HIF-1 is an
heterodimeric protein, constituted of two sub-units : HIF-1β, which is constitutively
expressed, and HIF-1α. The concentration of HIF-1α is maintained at low levels in
most cells under normoxic conditions. Whereas its synthesis does not depend on oxy-
gen level [171], its degradation is regulated by the hypoxic state of the cell [116]. In
normoxia, enzymes called prolyl-hydroxylase (PHD) are active and convert HIF-1α
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into an hydroxylated form. This form of the protein has a great affinity for an ubiq-
uitination complex linked to the pVHL protein [64]. As a consequence, it is rapidly
degraded by the proteasom pathway [116]. During a hypoxic event, the PHDs are in-
active, and pVHL cannot bind to HIF-1α, which is not addressed to the proteasom
anymore. Therefore, the transcription factor accumulates and drives the synthesis of
numerous genes, involved in cell cycle arrest and apoptosis [3], or, on the contrary, in
proliferation [12, 131] and survival [46].
It is well known that HIF-1α accumulates in most of tumor cells [35, 37, 41]. This ac-
cumulation is first due to the chronic hypoxia underwent by tumor cells [14, 99]. Second,
many mutations can deregulate HIF-1α level, by impairing the HIF-1α/pVHL inter-
action [40, 75, 172], or its genetic expression [173–175]. Because of the anti-apoptotic
effects of HIF-1, this overexpression plays a crucial role in tumor growth [13]. Indeed,
it was shown that hypoxia generates chemoresistant cells, and then participates to the
emergence of very aggressive tumor phenotypes [14, 54]. As a consequence, the under-
standing of the mechanisms driving the accumulation and degradation of HIF-1α is
crucial to identify new targets for anti-cancer therapies [117].
The features of HIF-1α accumulation under hypoxia are well known. HIF-1α rapidly
increases after the beginning of a hypoxic event, and reaches a maximum after a cer-
tain time depending on the tissue (1h-5h) [1]. Then, it gradually decreases down to an
equilibrium level [57, 58]. This equilibrium level depends on the intensity of hypoxia,
following an exponential law determined experimentally by Jiang et al. (1996) [33].
As a consequence, HIF-1α begins to significantly accumulate when oxygen pressure
passes through a threshold (about 1% O2). This switch-like accumulation of HIF-1α is
considered as an important feature of the response to hypoxia [34]. If hypoxia is very
intense (PO2 <0.1%) the apoptotic pathways modify the equilibrium value of HIF-1α
and promote apoptosis [46, 71]. In this work, we do not consider the relationships
between the hypoxic and apoptotic pathways. At the molecular scale, the pathways
regulating HIF-1α induction and degradation are complex and not perfectly known.
The formation of the pVHL/HIF-1α complex is essential to address the transcription
factor to the proteasom [120, 176]. The hydroxylation of a proline residue of a specific
domain of HIF-1α, called the ODD domain, makes possible the formation of the com-
plex [177]. The chemistry of the pVHL/HIF-1α complex was studied in vitro. It was
notably shown that during the passage from hypoxia to normoxia, the affinity of pVHL
for HIF-1α is multiplied by at least three orders of magnitude [178, 179].
In normoxia, when protein synthesis is blocked (by the cycloheximide), the degra-
dation of HIF-1α follows a bi-exponential law experimentally identified by Moroz et
al. (2009) [58]. The authors showed that in a line of normal cells (NIH3T3), the two
half-times of the HIF-1α degradation law are 6±1.1min and 217±53min. They made
the hypothesis that the slow clearance of HIF-1α was due to its nuclear degradation,
whereas the rapid one reflected the cytoplasmic degradation of HIF-1α. This idea is
interesting because it contributes to the debate concerning the sub-cellular localization
of the protein. A general description is given as follows : in normoxia, HIF-1α level is
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very low and when it is detectable, the protein is mainly cytoplasmic. When hypoxia
is important, HIF-1α rapidly accumulates in the nucleus [155–157]. Recently, some ex-
perimental works have shown that there is a dynamics of export/import of HIF-1 from
the nucleus to the cytoplasm, which is crucial to regulate its degradation. After its syn-
thesis in the cytoplasm, HIF-1α is constitutively imported into the nucleus [58, 158].
On the other hand, the pVHL protein is involved in a permanent shuttle between the
nucleus and the cytoplasm [159, 160]. In normoxia, as the pVHL/HIF-1α complex can
form, HIF-1α is exported to the cytoplasm, where it is degraded, as hypothesized by
Groulx et al. (2002) [66]. The dynamics of the HIF-1α/pVHL shuttle may be highly
variable. Zheng et al. (2006) [65] showed that for highly proliferating cells, HIF-1α ex-
clusively accumulates in the nucleus during hypoxia, and its degradation mainly takes
place in the cytoplasm during normoxia. This result suggests that in this type of cells,
the export rate is much more important than the import rate. This agrees with the
result that pVHL is mainly a cytoplasmic protein [161]. However, in differentiated,
non-proliferating cells, HIF-1α degradation takes place equally in the cytoplasm and
in the nucleus [65]. These results are coherent with the observation that pVHL is pre-
dominantly in the cytoplasm of confluent (non-proliferating) cells, and in the nucleus
of sparse cells [159]. We can thus suppose than the rate of pVHL export is highly
variable depending on the cell type or state : high for quiescent/slowly proliferative
cells, and low for proliferative cells. Besides, Zheng et al (2006) [65] supposed that the
HIF-1α nuclear degradation observed is due to the activity of a nuclear proteasom.
This hypothesis can be linked to that formulated by Moroz et al. (2009) [58]. However,
it is still in debate, and the importance of the nucleo-cytoplasmic shuttle of HIF-1α
is not well established. Notably, an important question is to understand why HIF-1α
rapidly accumulates in the nucleus (switch-like behavior) when the oxygen pressure
passes through a threshold. How can the nuclear/cytoplasmic shuttle explain this typ-
ical feature of HIF-1α dynamics ?
The effects of intermittent hypoxia on HIF-1α accumulation are well studied. The
studies by Martinive et al. (2006) [180] and Martinive et al. (2009) [60] demonstrate
that HIF-1α accumulates during hypoxia/reoxygenation cycles. This result was con-
firmed by Yuan et al. (2008) [61] and Dewhirst et al. (2007) [62]. Besides, the effects of
a reoxygenation event on the expression of hypoxia related genes are well known. Vari-
ous authors reported that reoxygenation stimulates the expression of HIF-1-dependent
genes. Conde et al. (2012) [23] demonstrate that classical genes related to HIF-1α ac-
tivity, such as VEGF, PHD, EPO, are over-expressed during reoxygenation. Hsieh et
al (2009) [162] obtained a similar result by using reporter genes. The authors inter-
preted this result by an increase of HIF-1 activity during reoxygenation. Luo et al.
(2010) [63] demonstrated that the protein MICA, present in cell overexpressing HIF-
1α, is strongly expressed during reoxygenation. They showed that this expression was
linked to HIF-1α. Reoxygenation is also known to induce apoptosis [163, 164]. Wang et
al. (2012) [59] showed that this reoxygenation-induced apoptosis was due to HIF-1α.
These observations lead to formulate the hypothesis that there is a specific response of
HIF-1α level or genetic activity during reoxygenation, different from that of normoxia.
The study by Conde et al. (2012) [23], confirms this idea, by showing an instability
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of HIF-1 level during 6 hours after reoxygenation. The level rapidly decreases after 15
min, and increases to reach a maximum at 3h (level close to the hypoxic level). Then,
HIF-1 level decreases. The authors bring elements showing that this up-regulation of
HIF-1 was maybe due to the AKm/Tor pathway.
Thus, there is clearly a tendency for HIF-1 level and genetic activity to become unsta-
ble after reoxygenation. The causes of such a tendency are not perfectly known.
Many models of HIF-1 regulation pathways were developed over these last ten years,
to explain the main features of HIF-1α accumulation during hypoxia [34], or its effects
on cell cycle [92]. Since the work by Kohn et al. (2004) [68], these models aim to simu-
late the principal features of HIF-1 response to hypoxia, mainly by taking into account
the oxygen-dependent action of the PHDs. In various works, the HIF-1α dynamics is
explained by considering feedback phenomena, such as the HIF-1-dependent synthesis
of PHDs (Kohn et al. (2004) [68]), or the inhibition of PHDs by succinate (Qutub
et al. (2007) [69]). The model by NGuyen et al. (2013) [67] includes the influence of
FIH on transcriptional activity of HIF-1α, and also includes a compartmentalization
aspect. However, it does not consider the pVHL shuttle, and does not study the effects
of variations of the export/import dynamics of the PDHs/FIH on HIF-1α regulation.
Yet, it appears that this dynamics is complex and depends on the cell type and on the
cell state [181–183]. Some authors have made a theoretical analysis of the system of
ODEs initially given by Kohn et al. (2004) [68]. Yu et al.(2007) [71] made an Extreme
Pathway Analysis, and Heiner et al. (2010) [165] a structural analysis. The aim of this
approach is to identify the major pathways responsible for the switch-like behavior. It
is a way to extract the network corresponding to the complex response to hypoxia.
In this study, we decided to consider that a possible core pathway of HIF-1 regula-
tion was its pVHL-dependent degradation, driven by an oxygen-dependent affinity of
pVHL for HIF-1, and the HIF-1α feedback on pVHL synthesis. First, it is well known
that HIF-1α stability is driven by its affinity with pVHL [64]. This affinity varies with
PHDs’ activity, which depends on the oxygen level, as assumed in the previous models
[69]. Second, there is no model taking into account the interesting feedback of HIF-1α
on pVHL mRNA synthesis. The existence of this feedback is well accepted in the litera-
ture, as noticed in the recent review by Sermeus et al. (2011) [46]. Two main arguments
can be used to justify this hypothesis. First, the promotor of the pVHL gene exhibits
a putative site for HIF-1 fixation, as noticed by Blagosklonny et al. (2001) [167], based
on previous results of Renbaum et al. (1996) [168]. The presence of this HRE (HIF-1 re-
sponsive element) was confirmed by Krausen et al. (2005). Besides, the authors show a
direct binding of HIF-1 on the pVHL gene promotor. Second, Karhausen et al. (2005)
demonstrate that pVHL mRNA and pVHL protein are upregulated during hypoxia
[169]. This result was not contradicted by more recent studies [46]. As a consequence,
we considered that the pVHL-HIF-1 feedback is a relevant hypothesis to study. That
is why we consider it, for the first time, in a model of HIF-1α regulation dynamics.
Our model simulates the HIF-1α dynamics by taking into account, for the first
time, the nucleo-cytoplasmic shuttle. We consider two compartments (nucleus and cy-
toplasm), where HIF-1α is degraded at different rates. The action of PHDs is not
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considered. However, we consider a parameter describing the oxygen-dependent affin-
ity of pVHL for HIF-1α. The value of this parameter decreases with oxygen pressure.
Thus, it reflects the activity of PHDs, following a well-known model : when the activity
is high (normoxia), HIF-1 is hydroxylated and its affinity for pVHL is high. When the
activity is low (hypoxia), HIF-1 affinity for pVHL decreases. With this simple model,
we can explain the bi-exponential degradation law of HIF-1α, and confirm the impor-
tance of considering two compartments for the degradation. We also well describe the
kinetics of HIF-1α under hypoxia, and its switch-like nuclear accumulation. We can
also provide a simple explanation to the counter-intuitive increase of the hypoxic re-
sponse after reoxygenation. We show that a hypoxia/reoxygenation cycle induces an
oscillatory pattern of HIF-1α level which can explain the specific cellular effects of
reoxygenation, notably apoptosis and enhanced expression of hypoxia-regulated genes.
This instability is directly linked to the compartmentalization of HIF-1α degradation
dynamics. Finally, our model can be used to model the effects on HIF-1α levels of
different kinds of cancerous mutations, and to test the potential efficiency of different
therapeutic strategies.
Model
Biological description On the basis of data from the literature about the dynam-
ics of HIF-1α degradation and nucleo-cytoplasmic exchanges, we constructed a mathe-
matical model comprising seven ordinary differential equations (ODEs). The variables
used in the model are presented in Table 5.1. Because of the similarities between the
pVHL/HIF-1α system and the p53/MdM2 system [167], we used the same formula-
tion as Hunziker et al. (2010) [170] to write our ODEs system. In each compartment,
we consider that the system is driven by the mass-action law which characterizes the
pVHL/HIF-1α complex assembly/disassembly dynamics. The formation of the com-
plex leads, in both compartments, to HIF-1α degradation. As HIF-1α is constitutively
imported into the nucleus after its synthesis, we hypothesized that it appears in the
nucleus, with a synthesis rate belonging to the parameters of the system. The feedback
of HIF-1 on pVHL synthesis is modeled by a HIF-1-dependent rate of pVHL mRNA
synthesis. We chose the same expression for this dependency as Hunziker et al. (2010)
[170]. We then consider, because of the presence of a nuclear-localization signal in pVHL
protein, that the protein is constitutively imported into the nucleus after its synthe-
sis [184]. Its accumulation in the cytoplasm is due to the nucleo-cytoplasmic shuttle.
This shuttle is described with an import and export rate of pVHL, which ensures the
coupling between the cytoplasm and the nucleus dynamics. Figure 5.2 represents the
different reactions modeled by the ODEs system. Table 5.2 gives the meanings of each
reaction represented in figure 5.2. Table 5.3 gives the link between the parameters and
these reactions.
ODEs system We present here the 7 ordinary differential equations used in our
model. We consider the following variables that account for the concentrations of the
chemical species : h (total HIF-1), hn (nuclear HIF-1), hc (cytoplasmic HIF-1), vn
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Table 5.1: Variables of the model
Model variable Associated molecule
hc Cytoplasmic HIF-1α
hn Nuclear HIF-1α
vm pVHL mRNA
vn Nuclear pVHL
vc Cytoplasmic pVHL
cn Nuclear pVHL/HIF-1α complex
cc Cytoplasmic pVHL/HIF-1α complex
Biological molecules considered in the model, and their mathematical symbol
Table 5.2: Reactions of the model
Number on the
figure 1
Reaction
1 Synthesis of HIF-1α
2 pVHL-independent degradation of HIF-1α
3 Release of pVHL by pVHL-dependent and pVHL-independent degra-
dation of HIF-1α
4 Formation of the pVHL/HIF-1α complex
5 Dissociation of the pVHL/HIF-1α complex
6 pVHL natural degradation
7 Release of HIF-1α by pVHL degradation
8 HIF-1-dependent synthesis of pVHL mRNA
9 pVHL mRNA degradation
10 Synthesis of pVHL
11 pVHL-import rate into the nucleus
12 pVHL-export rate into the cytoplasm
Meaning of the reactions of the model. The numbers refer to the figure 5.2.
(nuclear pVHL), vc (cytoplasmic pVHL), vm (pVHL mRNA), cn (nuclear (pVHL/HIF-
1α complex), cc (cytoplasmic pVHL/HIF-1α complex). The meaning and the value of
the parameters are summarized in Tables 5.3 and 5.4. The equations were solved using
a Runge-Kutta method, implemented in Matlab.
h = hc + hn (5.1)
This first equation accounts for the total conservation of HIF-1α which is distributed
between the cytoplasm and nucleus of the cell.
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Table 5.3: Parameters of the model
Parameter Description Reactions of the
figure 1
σ Synthesis rate of HIF-1 1
α pVHL-independent degradation of
HIF-1
2,3
kf pVHL/HIF-1 complex formation
rate
4
kb pVHL/HIF-1 complex dissociation
rate
5
γ Degradation rate of pVHL 6,7
kt Synthesis rate of pVHL mRNA 8
β Degradation rate of pVHL mRNA 9
ktl Synthesis rate of pVHL protein 10
δn pVHL-dependent degradation rate
of HIF-1 in the nucleus
3
δc VHL-dependent degradation rate
of HIF-1 in the cytoplasm
3
Ac,n Import rate of pVHL/HIF-1 com-
plex into the nucleus
11
An,c Export rate of pVHL/HIF-1 com-
plex into the cytoplasm
12
Definition of the parameters used in the model.Each parameter quantifies the speed
of a reaction represented in figure 5.2.
dhn
dt
= σ + (kb + γ)cn − kfvnhn − αhn (5.2)
The nuclear HIF-1 is synthesized with rate σ, spontaneously degraded with rate α, and
is engaged into a chemical equilibrium with the pVHL/HIF complex. kf and kb are the
assembly/disassembly rates of the complex. The degradation of pVHL in the nuclear
complex liberates HIF-1α with rate γ
dhc
dt
= (kb + γ)cc − kfhcvc − αhc (5.3)
Equation similar to that for the nuclear HIF-1, but without the synthesis term. Indeed,
HIF-1α is constitutively imported into the nucleus after its synthesis [58, 158]. We thus
consider that it appears in the nucleus, and that its presence in the cytoplasm is due
to the nucleo/cytoplasmic shuttle
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Figure 5.2: Molecular network of HIF-1α regulation. Sketch of the molecular net-
work considered in the model.
dvm
dt
= kth
2
n − βvm (5.4)
Equation for pVHL mRNA. Its synthesis is promoted by HIF-1 with rate kt, and it is
degraded with rate β. We chose the same law as Hunziker et al. (2010) [170] for the
MdM2/p53 system.
dvn
dt
= ktlvm + kbcn + (δn + α)cn + Ac,nvc − kfvnhn − γvn − An,cvn (5.5)
Equation for the nuclear pVHL. It is synthesized from mRNA with rate ktl, and natu-
rally degraded with rate γ. It is engaged in a chemical equilibrium with the pVHL/HIF
complex. kf and kb are the assembly/disassembly rates of the complex. This complex
leads to the nuclear proteasomal degradation of HIF-1 with rate δn which liberates
pVHL. The spontaneous degradation of HIF-1α also liberates pVHL with rate α.
dvc
dt
= kbcc + (δc + α)cc + An,cvn − kfvchc − γvc − Ac,nvc (5.6)
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Table 5.4: Values of the parameters for normal, slowly proliferating cells
Parameter Default value Range of varia-
tions
Reference
σ 1000nM.h−1 [200 8000] Moroz et al.
(2009)
α 0.27h−1 Moroz et al.
(2009)
kf 1000nM
−1.h−1 [0 1000] Moroz et al.
(2009)
kb 7200h
−1 Hunziker et al.
(2010)
γ 0.8h−1 Yang et al.
(2013)
kt 0.001nM.h
−1 Moroz et al.
(2009)
β 0.6h−1 Hunziker et al.
(2010)
ktl 1.4h
−1 Hunziker et al.
(2010)
δn 1h
−1 Moroz et al.
(2009)
δc 7h
−1 Moroz et al.
(2009)
Ac,n 10h
−1 Moroz et al.
(2009)
An,c 1000h
−1 [10 1000] Moroz et al.
(2009)
Default values of the parameters, for a normal, non-proliferating cell, and range of
variations of the parameters used in the simulations. The default values were fixed
using previous models (Hunziker et al. (2010)), or experimental data (Moroz et al.
(2009),Yang et al. (2013)).
Equation for the cytoplasmic pVHL. Similar as that for the nuclear pVHL, but with-
out the synthesis term. Indeed, we made the hypothesis that pVHL is constitutively
imported into the nucleus after its synthesis. We thus consider that it appears in the
nucleus, and that its presence in the cytoplasm is due to the nucleo/cytoplasmic shuttle
dcn
dt
= kfhnvn + Ac,ncc − kbcn − δncn − (γ + α)cn − An,ccn (5.7)
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Equation for the nuclear pVHL/HIF-1 complex. It is assembled with rate kf , and dis-
assembled with rate kb. The spontaneous degradations of pVHL and HIF-1α, and the
pVHL-induced HIF-1 degradation decreases its concentration with rates α, γ and δn
respectively. The nuclear complex is exported to the cytoplasm with rate Anc, and the
cytoplasmic complex is imported with rate Acn.
dcc
dt
= kfhcvc + An,ccn − kbcc − δccc − (γ + α)cc − Ac,ncc (5.8)
Equation for the cytoplasmic complex. Similar as that for nuclear complex.
The method used to solve this system and run the simulations are presented as
Supplementary Materials. A first file (A) describes the methods we used to find the
stationary state of the system, and to simulate hypoxia or reoxygenation events. The
Supplementary Material B gives the Matlab code used to obtain the main results of
the paper.
Determination of some parameters The value of the natural degradation rate of
HIF-1α (α) can be determined by using data from Moroz et al. (2009) [58]. The authors
showed that in ODD-mutant cells, the half-time of HIF-1α degradation was 160 min
(2.7h). Since the ODD-mutant cells cannot form HIF-1α/complex, this experimental
time can easily be used to estimate the value of the α rate. We fix α=0.27h−1. We also
have a value for the pVHL degradation rate (γ), from Yang et al. (2013) [185]. The
authors measured a half-life of 3.8 hours for pVHL, which corresponds to a parameter
γ=0.2h−1. The other parameters are not precisely known. To reduce the number of
degrees of freedom of the system, we used the analysis of Hunziker et al. (2010) [170]
on the modeling of the p53/MdM2 dynamics. The authors fixed the value of the MdM2
mRNA natural degradation rate β to 0.6h−1, corresponding to a half-time of about
1 hour. Besides, they noticed that this value was not important to determine the
dynamics of the system, and we verified that it was also the case in our model. Thus,
we chose to fix β=0.6h−1. In a similar way, the translation rate ktl of MdM2 was
fixed in order to ensure small values of free p53 at the equilibrium (about 100nM)
[170]. As the experimental observations made on HIF-1α are coherent with this idea
(undetectable levels of HIF-1α in normoxia), we fix ktl=1.4h
−1. We also verified that
its variations do not influence the dynamics of the system. The other parameters (HIF-
1α synthesis rate σ, formation and disassembly of pVHL/HIF-1α kf and kb, pVHL-
dependent degradation rates of HIF-1α δc and δn, pVHL export and import rates Anc
and Acn, HIF-1α dependent induction rate of pVHL kt) are the degrees of freedom of
our system. As the pVHL/HIF-1α complex level depends on the kf/kb ratio, we can
consider that only one of this two parameters drives the dynamics of the system. Thus,
we chose to fix kb (disassembly rate of the pVHL/HIF-1α complex), and to consider
only the variations of kf (formation rate of the complex, depending on the oxygen level).
We chose the default value given by Hunziker et al. (2010) for the p53/MdM2 system :
kb=7200h
−1. To give a default value to the remaining undetermined parameters, we
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then used the bi-exponential HIF-1 degradation law given by Moroz et al. [58].
Results
Simulation of HIF-1α degradation in normoxia We first consider the experi-
mental situation described by Moroz et al. (2009) [58]. Cycloheximide is added to a
culture of NIH3T3 cells (differentiated, slowly proliferating cells) in normoxia in or-
der to block protein synthesis. Then, HIF-1α concentration is measured along time
in order to construct its degradation curve. The authors determined a bi-exponential
degradation law for HIF-1 degradation : [HIF-1](t)= [HIF−1]0
2
(e−k1t + e−k2t) with [HIF-
1](t) the level of [HIF-1] along time, [HIF-1]0 its initial level, and ki a characteristic
parameter such as ti1
2
= ln(2)
ki
. Searching for a bi-exponential law of degradation means
searching the value of these two parameters. The experimental values of these two
half-times are : 6±1.1min and 217±53min. This experimental protocol corresponds, in
our model, to the calculation of the stationary state of the system, and then to fix σ
(HIF-1α synthesis rate) and ktl (pVHL mRNA translation rate)=0. We then calculated
the degradation curve, that is to say the evolution of total HIF-1 concentration along
time. By using a least-square method, we searched for the better bi-exponential law
fitting this curve, following the same approach as Moroz et al. (2009) [58]. We made
this simulation for σ (HIF-1α synthesis rate), kf (complex formation rate), kt (HIF-
1α induced pVHL synthesis rate), Anc, Acn (pVHL export and import rates), and δc,
δn (cytoplasmic and nuclear pVHL-dependent HIF-1α degradation rates) varying in
biologically relevant ranges. For each set of parameters tested, the bi-exponential law
obtained was compared to the experimental data from Moroz et al. (2009) [58]. We
could thus identify a set of parameters ensuring a very good fit between theoretical and
experimental degradation laws. Figure 5.3 shows the comparison between the simulated
and the experimental degradation curves, obtained with the parameters presented in
Table 5.4. The default values of the parameters correspond to the values ensuring the
best fit. We reproduced the rapid clearance, corresponding to cytoplasmic degradation,
and the slow one, corresponding to nuclear degradation. These parameters have a good
biological relevance. The synthesis rate of HIF-1α is the same as the one used by Hun-
ziker et al. (2010) [170] for p53, and the value of the complex formation rate (kf ) is
in the range determined for the p53/MdM2 complex. This agrees with the idea of the
symmetry between the p53/MdM2 and the HIF-1α/pVHL couple. The values of the
pVHL-dependent HIF-1α nuclear and cytoplasmic degradation rates (δn and δc) corre-
spond to a bigger proteasomal activity in the cytoplasm than in the nucleus for normal
cell, which agrees with experimental data [65]. Finally, the pVHL export rate (Anc) is
much bigger than its import rate (Acn), which corresponds to the experimentally ob-
served massive export of pVHL out of the nucleus of non-proliferating cells [159, 161].
We notice that even if we have many undetermined parameters (σ, Anc, Anc, δc, δn,
kt, kf ), the bi-exponential curve is sufficient to constrain the parameters of the models
to realistic values. Indeed, it gives the characteristic times of nuclear and cytoplasmic
degradations, which impose the degradation rate in each compartment, the exchanges
between them, and the HIF-1α/pVHL interactions.
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Figure 5.3: Experimental and simulated HIF-1α degradation curves. Blue : ex-
perimental degradation curve determined by Moroz et al. (2009) [58] after the addition of cy-
cloheximide. Solid line : mathematical bi-exponential law determined with experimental data.
Dotted lines : uncertainty on the bi-exponential law. Red : simulated degradation curve. The
total HIF-1α level (free and complexed, cytoplasmic and nuclear) is plotted as the percentage
of its initial value.
Simulation of HIF-1α level in hypoxia We then consider a hypoxic event. Hy-
poxia strongly diminishes the affinity of pVHL for HIF-1α [64, 178, 179]. This effect
can be simulated by decreasing the value of the complex formation rate (kf ). The equi-
librium levels of cytoplasmic and nuclear HIF-1α were calculated with different values
of kf , with kfhypoxia < kfnormoxia = 1000, in order to simulate the effects of hypoxia on
HIF-1α accumulation. Figure 5.4 shows the nuclear and cytoplasmic level of HIF-1α
for kf in the range [0.1 100]. We notice that our simulated HIF-1α accumulation is very
similar to the exponential curve determined by Jiang et al. (1996) [33]. Our model re-
produces well the switch-like accumulation of HIF-1α when oxygen pressure diminishes.
When kf passes a threshold (kf ≈ 2), HIF-1α accumulates in the nucleus. This value is
coherent with data from the literature measuring the affinity of pVHL for HIF-1α as a
function of HIF-1α hydroxylation. Illingworth et al. (2010) [178] and Hon et al. (2002)
[179] showed that hydroxylation of the ODD-domain multiplied kf by three orders of
magnitude at least. When kf > 100, HIF-1α is close to its normoxic level (obtained for
kf = 1000), and is present in equal concentration in the nucleus and in the cytoplasm.
The value of kf which determines the switch (accumulation of HIF-1α in the nucleus)
is linked to the nucleo-cytoplasmic export rate (Anc) of the pVHL/HIF-1α complex.
As shown in the literature, this export rate is supposed to vary between cells lines,
and notably between proliferating and quiescent cells. As we noticed in the introduc-
tion, differentiated and slowly proliferating cells can be characterized by high values of
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the pVHL-export rate Anc, whereas non-differentiated, proliferating cells export pVHL
with a lower rate.
Figure 5.4: Accumulation of HIF-1α under hypoxia. Nuclear (red curve) and cyto-
plasmic (blue curve) equilibrium levels of HIF-1α are plotted as functions of the pVHL/HIF-
1α complex formation rate (kf ). kf varies over a [1 100] range (A), and a [0.1 10] range
(B).
We aim to study the influence of hypoxia and pVHL export rate (Anc) on HIF-1α
level and localization. We made a map of the total (nuclear and cytoplasmic) HIF-
1α, normalized to its concentration in normoxia for a non-proliferating cell (kf=1000,
Anc=1000), as a function of kf and Anc (Figure 5.5 A). We also represented the ra-
tio between nuclear and cytoplasmic HIF-1α concentrations : R=[HIF-1α]nucleus/[HIF-
1α]cytoplasm (Figure 5.5 B). We can notice that when Anc is close to its default value
(1000, case of slowly-proliferating cells), HIF-1α is homogeneously present in the nu-
cleus and in the cytoplasm during normoxia (R ≈1). When hypoxia is intense (kf < 1),
HIF-1α accumulates in the nucleus (R > 1). When Anc is low (proliferating cells), HIF-
1α tends to accumulate in the nucleus even in normoxia.
Simulation of HIF-1α kinetics under hypoxia We now simulate the kinetics of
nuclear HIF-1α accumulation under hypoxia. To that end, we first fix the system to its
equilibrium state in normoxia, determined by the parameters presented in Table 5.4.
In that case the HIF-1α concentration at the equilibrium is 141nM. Then, we run a
simulation with a new value of kf , taking the equilibrium state as the initial condition
of the system. This protocol simulates a hypoxic event, because we perturb the system
at the equilibrium state by choosing hypoxic values of kf , such as kfnormoxia > kfhypoxia .
Figure 5.6 represents the temporal evolution of nuclear HIF-1α after the beginning of
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Figure 5.5: HIF-1α accumulation and localization as a function of hypoxia in-
tensity and pVHL export rate. A. The total (nuclear+cytoplasmic) HIF-1α equilibrium
level, normalized to its value obtained with the default parameters, is plotted as a function
of the pVHL-export rate (Anc) and of the pVHL/HIF-1α complex formation rate (kf ). To
the left of the red dotted line, total HIF-1α significantly increases with respect to the default
value. B. Ratio between nuclear and cytoplasmic HIF-1α levels as a function of Anc and kf .
To the left of the red dotted line, HIF-1α accumulates in the nucleus.
three hypoxic events of increasing intensities : kfhypoxia=10, 5, 1. The evolution of HIF-
1α concentration is in agreement with data from the literature, with a rapid increase
for about two hours up to a maximum value, and a decrease down to an equilibrium
value. When it reaches its maximal value, HIF-1α concentration is multiplied by 4-8
with respect to its normoxic value, depending on the intensity of hypoxia. This result
is coherent with data from the literature [57, 58].
Simulation of the effects of reoxygenation We now test the effect of reoxygena-
tion on HIF-1α level. To do so, we follow the same approach than in the simulation of
hypoxic events. We calculate the stationary state of the system with a hypoxic value
of kf (kf <1000). Then, we take this hypoxic stationary state as the initial value of the
system, and we run the simulation with the normoxic value of kf (kf=1000). This situa-
tion simulates a reoxygenation event. We plotted the evolution of nuclear HIF-1α level.
Figure 5.7.A shows this temporal evolution during a sequence hypoxia/reoxygenation
made for kfhypoxia=1 or 10. We note that reoxygenation leads to a destabilization of
HIF-1α level, which enters an oscillatory mode with a delay depending on hypoxia
intensity. The maximal value reached after reoxygenation by the nuclear concentra-
tion of HIF-1α is about 2.5-fold its normoxic value. In the case of a moderate hypoxia
(kf=10), it is more important than the stationary value in hypoxia.
We can notice that the oscillations are exclusively nuclear. The cytoplasmic level of
HIF-1α remains low after reoxygenation (data not shown). Besides, we could show that
this reoxygenation-induced instability of nuclear HIF-1α level is linked to the pVHL im-
port/export dynamics. Figure 5.7.B compares the molecular response to reoxygenation
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Figure 5.6: Simulation of the temporal evolution of HIF-1α during a hypoxic
event. From the red curve to the black curve : simulations for increased levels of hypoxia,
with kfhypoxia=10, 5, 1.
of our compartmentalized model and of a non-compartmentalized model. To consider
a non-compartmentalized model, we imposed Anc = 0 and we plotted the temporal
evolution of HIF-1α, normalized to the value for normoxia. The instabilities of the
nuclear HIF-1α level are strongly attenuated in this case. Thus, compartmentalization
of HIF-1α is crucial to generate reoxygenation-induced instabilities.
Simulation of HIF-1α level in tumor cells Different types of mutations can
affect HIF-1α regulation in cancer cells, leading to its pathological accumulation [118].
Genetic deregulation of HIF-1α synthesis can promote a 3-8-fold increase of HIF-1α
mRNA level [173–175]. In our model, this corresponds to a 3-8-fold increase of the
HIF-1α synthesis rate (σ). Yoshikawa et al. (2006) [174] observed in peritoneal cancers
a 3-fold increase of mRNA and a 2-fold increase in VEGF mRNA expression. As VEGF
is a target gene of HIF-1, we can consider that an increase of VEGF expression reflects
a similar increase in HIF-1α protein level. Second, pVHL activity can be impaired. It
is notably the case in Renal Clear Carcinoma (RCC), known to be due to different
types of pVHL mutations [40, 172]. In these types of cancer, HIF-1 level is not due to
genetic overexpression, since some authors have found a constant level of HIF-1 mRNA
[39, 186]. Wiesener et al.(2001) [39] found a 6-7-fold increase of VEGF mRNA in RCC.
First, we aim to simulate the effects of a genetic deregulation of HIF-1α expression
in the normoxic level of the protein. We calculated the stationary value of the total
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Figure 5.7: Effect of a hypoxia/reoxygenation sequence on nuclear HIF-1α level.
A. The level of nuclear HIF-1α is plotted during two 30h hypoxic events of different intensities,
followed by reoxygenation. Red : kf=10. Black : kf=1. The dotted blue line corresponds to the
HIF-1α concentration in normoxia. B. Response to reoxygenation in our compartmentalized
model (red curve) and in a non-compartmentalized model of HIF-1α regulation (black curve).
The nuclear HIF-1α was normalized to its value at normoxia
(nuclear and cytoplasmic) HIF-1α level as a function of the HIF-1α synthesis rate
(σ), and of the pVHL export rate (Anc). We considered this last parameter because
it is supposed to vary with cell state. As explained previously, non-proliferative and
differentiated cells are supposed to exhibit a high value for Anc, whereas proliferative
cells have a low pVHL-export rate. We normalized this value with the level of HIF-1α
calculated for a normal cell, characterized by the default values of Table 5.4. Figure
5.8.A presents the value of this ratio R=[HIF-1α]cancer/[HIF-1α]normal as a function of
Anc and σ. The increase of HIF-1α synthesis rate (σ) makes HIF-1α to accumulate
in normoxia compared to the non-mutated case. The calculated increase of HIF-1α
(multiplied by 1-4) is coherent with data from the literature. We could place on the
diagram the position of the peritoneal cancer studied by Yoshikawa et al. (2006) [174].
The space we delimited corresponds to a 2-fold increase of HIF-1α protein and a 3-fold
increase of HIF-1α mRNA, corresponding to a 3-fold of σ. We also notice that low
values of the pVHL export rate (Anc) enhances the effect of mutations related to the
alteration of the HIF-1α production rate (σ).
We then compare the response to a hypoxia/reoxygenation signal of normal cells,
and cells presenting a deregulation of HIF-1α expression (σ mutated cells). We simu-
lated the effects of a reoxygenation after a hypoxic event, and we plotted (Fig. 5.8.B)
the evolution of total HIF-1α for σ=1000 (normal cells) and 5000 (tumor cells). We
note that the oscillations are amplified in the tumor cells. Indeed, the ratio between
the maximal value of the oscillations and the normoxic stationary level of HIF-1α is
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Figure 5.8:Consequences of a pathological overexpression of HIF-1α. A. Accumu-
lation of HIF-1α in σ mutated cells, compared to normal cells. The ratio [HIF-1α]cancer/[HIF-
1α]normal is plotted as a function of σ (HIF-1α synthesis rate) and Anc (pVHL export rate).
The black dotted square indicates the location of the peritoneal cancer studied by Yoshikawa
et al. (2006) [174], characterized by a 2-fold increase of HIF-1α protein and a 3-fold increase
of HIF-1α mRNA. B. Effects of reoxygenation on normal cells, and mutated cells. Reoxy-
genation after hypoxia is simulated, and the evolutions of nuclear HIF-1α concentration are
plotted in the case of normal (σ=1000, red curve), and σ mutated cells (σ=5000, black curve).
The dotted lines represents the normoxic equilibrium levels in each case.
equal to ≈ 3.2 for tumor cells, and to ≈ 2.5 for normal cells. Thus, our model pre-
dicts that mutations of the HIF-1 σ synthesis rate promotes tumorigenesis because it
increases the cellular level of HIF-1α, and because it amplifies the instabilities due to
reoxygenation.
Second, we aim to quantify the effects of pVHL mutations on HIF-1α accumu-
lation. We plotted the value of R=[HIF-1α]cancer/[HIF-1α]normal as a function of the
pVHL/HIF-1α complex formation rate (kf ), and of the pVHL export rate (Anc). The
result was plotted in a (Anc, kf ) diagram (Figure 5.9). We can locate on this diagram
the RCC cancer cells studied by Wiesener et al. (2001) [39]. These cells present a mu-
tation on pVHL, and a 6-7-fold increase of HIF-1α genetic activity. Our model leads
to the hypothesis that the pVHL/HIF-1α complex formation rate is divided by about
100 in this type of cancer.
Simulation of the effects of therapies Since it is overexpressed in many can-
cer, HIF-1α became a target for anti-cancer therapies [116]. We can use our model
to predict the efficiency of different therapeutic strategies. Our model suggests that
a therapy which aims to regulate HIF-1α has to reduce its nuclear normoxic level,
but also to attenuate the instabilities induced by reoxygenation. A first therapeutic
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Figure 5.9: Consequences of pVHL mutations. Accumulation of HIF-1α in tumor
cells with mutated pVHL. The value of R=[HIF-1α]cancer/[HIF-1α]normal is plotted as a
function of kf (pVHL/HIF-1α complex formation rate) and Anc (pVHL export rate). The
white line limits the space of the RCC cancer cells studied by Wiesener et al. (2001) [39].
strategy we can test consists in using siRNA to reduce the synthesis of HIF-1α [187].
This corresponds to a decrease of the synthesis rate of HIF-1α from its default value
(σ=1000). We consider a cancer cell presenting mutations of pVHL (kf < 1000), and
we calculated the ratio R=[HIF-1α]cancer/[HIF-1α]normal in the nucleus as a function
of Anc (pVHL export rate) and kf (pVHL/HIF-1α complexation rate) for σ < 1000.
We chose σ=200. We consider here the nuclear level because it is responsible for the
genetic activity of HIF-1α. This decrease of the HIF-1α synthesis rate (σ) simulates the
action of the siRNA. Figure 5.10 compares the nuclear HIF-1α accumulation without
therapy and with siRNA therapy. We note that a 5-fold decrease of HIF-1α expression
is efficient to decrease the HIF-1α level. For instance, the RCC cells localized in the
diagram, presenting a 6-7-fold increase of nuclear HIF-1α level without treatment, and
a 2-fold increase after treatment. We then test if the siRNA therapy is able to attenuate
the instabilities generated by reoxygenation. Figure 5.11 shows that a decrease of σ
attenuates the oscillations. HIF-1α does not exceed any more the normoxic value for a
normal cell.
Then, we test an other therapeutic strategy, which consists in promoting the pVHL-
dependent degradation of HIF-1α [188]. We modeled this effect by increasing the pVHL-
dependent cytoplasmic and nuclear HIF-1α degradation rates, δc and δn. We first com-
pute the effects of this therapy on nuclear HIF-1α normoxic level for a tumor cell
presenting a deregulation of HIF-1α expression (σ-mutated cells). We considered a 10-
fold increase of the pVHL-dependent degradation rates (δc and δn). Figure 5.12 shows
the value of R=[HIF-1α]cancer/[HIF-1α]normal in the nucleus as a function of σ (HIF-1α
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Figure 5.10: Effects of siRNA therapy in pVHL mutated cells. Nuclear Accu-
mulation of HIF-1α in the tumor case, without or with therapy. We calculated the value of
R=([HIF-1α]cancer/[HIF-1α]normal) (in the nucleus) as a function of kf (complexation rate)
and Anc (pVHL export rate). A. Without siRNA therapy (HIF-1α synthesis rate σ=1000).
B. With siRNA therapy (σ=200).
Figure 5.11: Effects of siRNA therapy on HIF-1α level evolution after reoxy-
genation. Reoxygenation after a hypoxic event is simulated for the HIF-1α synthesis rate
σ=1000 (black curve) and σ=200 (red curve). The blue dotted line represents the normoxic
level for a normal cell.
synthesis rate) and Anc (pVHL export rate). We notice that HIF-1α level strongly de-
creases when the treatment is applied in normoxia. For instance, the peritoneal cancer
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localized in the diagram presents a 2-fold increase of HIF-1α level when untreated,
and a 1.2-fold increase after treatment. We then test if this therapy attenuated the
instabilities due to reoxygenation. Figure 5.13 shows the evolution of HIF-1α after
reoxygenation for a σmutated tumor cell (σ=3000), with or without treatment. We no-
tice that the oscillations are not significantly attenuated. Even if the pVHL-dependent
degradation rate had been multiplied by 10, the amplitude would still exceeds the nor-
moxic level. Thus, our model predicts that this strategy is not efficient to suppress the
effects of reoxygenation on HIF-1α accumulation.
Figure 5.12: Effects of an increased proteasomal activity on nuclear HIF-1α
level of σ-mutated cells. The value of R=[HIF-1α]cancer/[HIF-1α]normal is plotted as a
function of Anc (pVHL export rate) and σ (HIF-1α synthesis rate). Left : non-treated cells.
Right : result after a 10-fold increase of pVHL-dependent degradation of cytoplasmic and
nuclear HIF-1α degradation rates (δc and δn).
Discussion
In this paper, we construct and use a mathematical model of HIF-1α regulation.
We consider, in agreement with the literature, that the protein is present both in
the nucleus and in the cytoplasm. One originality of the model is that the protein is
degraded in these two compartments in a pVHL-dependent manner. The constitutive
pVHL-shuttle ensures the exchanges of HIF-1α between the cytoplasm and the nucleus.
We consider a simple regulatory model, directed by the oxygen-dependent affinity of
pVHL for HIF-1α, and a feedback of HIF-1α on pVHL synthesis.
This point of view is original and interesting, because it changes the traditional
simulation approach of HIF-1α regulation. Indeed, a current field of research tries to
find the core pathways of the complete HIF-1α regulation network responsible for its
observed behavior, notably the switch-like accumulation [165]. To answer this question,
the previous models often consider the oxygen-dependent action of PHDs, and some
of the numerous feedbacks on the HIF-1α regulation system, such as the activation of
PHDs synthesis by HIF-1 [67], or the product inhibition by succinate [69]. However,
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Figure 5.13: Effects of an increased proteasomal activity on HIF-1α evolution
after reoxygenation. Reoxygenation after a hypoxic event was simulated for non-treated
cells (black curve), and with a 10-fold increase of pVHL-dependent HIF-1α degradation rate
σ (red curve). The cell considered is a tumor cell, with a deregulation of HIF-1α expression
(σ=3000) The blue dotted line represents the normoxic level for this cell.
the feedback on pVHL synthesis was never considered. Here, we aim to show that the
simple pVHL/HIF-1α system, together with a compartmentalization aspect, can ex-
plain all essential behavior of HIF-1α regulation.
First, we show that our model explains well the dynamics of HIF-1α degradation in
normoxia, measured by Moroz et al. (2009) [58]. Besides, the dynamics of HIF-1α accu-
mulation is simulated in agreement with experimental data. Finally, we could quantify
the nuclear and cytoplasmic equilibrium accumulation of the protein under hypoxia.
We found a switch-like evolution of the cellular level of HIF-1α, with a strong accu-
mulation when the pVHL-HIF-1α complex formation rate is decreased by three orders
of magnitude, as demonstrated experimentally [178]. Since our model differentiates
cytosolic and nuclear HIF-1α, we could compare the protein level in these two com-
partments, as a function of hypoxia and of the pVHL export rate. We found that the
accumulation of HIF-1α is nuclear in hypoxia, as known in the literature. In normoxia,
cytoplasmic and nuclear levels are low and equivalent. Thus, a threshold value of the
complexation rate, k∗f , determines the beginning of the nuclear accumulation. When
kf < k
∗
f , HIF-1α accumulates in the nucleus. Our model predicts that the dynamics
of the pVHL shuttle is important to determine the value of k∗f . Cells with high pVHL-
export rate (corresponding, according to the literature, to slowly proliferating cells)
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exhibits a lower k∗f than highly proliferating cells, with a weak pVHL-export rate. This
result is consistent with experimental data, showing that quiescent, differentiated cells
tend to accumulate HIF-1α equally in the cytoplasm and the nucleus, whereas highly
proliferating cells exhibit a strong nuclear accumulation [65]. Thus, our model confirms
that the difference observed between cells in the pVHL export rate [159] can explain
the differences in HIF-1α localization. As a consequence, the bi-compartments model,
with a cytoplasmic and nuclear degradation, explains in a satisfactory way various ex-
perimental data about HIF-1α localization, induction, and degradation dynamics.
Second, our model provides interesting results about the molecular responses to re-
oxygenation. Experimentally, it was observed that reoxygenation causes specific molec-
ular and cellular response. HIF-1α-dependent apoptosis observed during reoxygenation,
and the enhancement of the synthesis of HIF-1α-related genes show that HIF-1α activ-
ity exhibits an interesting behavior during reoxygenation. The observation of a counter-
intuitive increase of HIF-1α level by Conde et al. (2012) [23] confirms this idea. Our
model is able to generate a specific response to reoxygenation event which is in agree-
ment with these experimental observations.
During a simulated hypoxic event, HIF-1α accumulation does not generate instabili-
ties. The protein rapidly reaches an equilibrium level, depending on oxygen pressure
in a switch-like manner. On the contrary, brutal reoxygenation generates strong in-
stabilities of the protein level. It decreases suddenly, and after 3 hours, enters into
an oscillatory mode, with a large amplitude. The maximal value of HIF-1α reached
after hypoxia/reoxygenation is about 2.5-fold higher than the normoxic level, and can
exceed the hypoxic level. We also observed that this reoxygenation-induced instability
was specific to our compartmentalized model. If we do not consider exchanges between
cytoplasm and nucleus, the oscillations are strongly attenuated. Thus, the presence
of HIF-1α instabilities is directly due to the compartmentalization of its degradation
dynamics. This oscillatory behavior is biologically relevant. Indeed, it is well known
that the oscillatory pattern of transcription factors promotes the expression of spe-
cific genes, which are not activated in the case of a stable level of the protein. Thus,
reoxygenation-mediated oscillations of HIF-1α can explain the synthesis of proteins
which are not synthesized during a hypoxic event. Besides, the links existing between
HIF-1 and the p53-dependent apoptosis pathways can lead to formulate the following
hypothesis [46]. The oscillations of HIF-1α generate strong oscillations of p53, which
is a known death signal [170]. Thus, it could explain the HIF-1-dependent massive
apoptosis observed in some cells after reoxygenation [59]. Besides, our model predicts
that these oscillations are exclusively nuclear. The cytoplasmic level remains low after
reoxygenation. The biological interest of this behavior is clear. Since HIF-1α is a tran-
scription factor, its activity is concentrated in the nucleus. Thus, the biological effects
of the oscillations are maximized. Clearly, more experimental works are needed to test
if these oscillations are effectively present after a hypoxia/reoxygenation event. The
fact that they were not observed until now can be due to a lack of data, or to the fact
that other unidentified biological mechanisms attenuate HIF-1α instabilities. However,
the important conclusion of this paper is that our model of HIF-1α regulation, based on
experimental data, simulates a specific molecular response to hypoxia/reoxygenation
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signal. More precisely, we show that our simple HIF-1α/pVHL system generates strong
instabilities of HIF-1α level following reoxygenation. Thus, it gives a possible factor
contributing to the similar tendency experimentally observed on HIF-1α level and ge-
netic activity.
Finally, we used our model to simulate the effects of known mutations of HIF-1α
pathways in tumor cells. Notably, we could test the influence of mutations impairing
pVHL function, and compare this to a case of Renal Cell Carcinoma studied in the
literature [39]. Reciprocally, we used the model to quantify the efficiency of different
therapeutic strategies, such as siRNA-mediated inhibition of HIF-1α expression, and
promotion of its proteasomal degradation. Clearly, as it is an over-simplified model, it
cannot reflect the exact response of the HIF-1α regulation system to mutations and
anti-cancer therapies. However, it provides methods to include these aspects in a ODEs
model of HIF-1α regulation, in a compartmentalized context. For instance, our model
enables us to underline that efficient anti-HIF-1α strategies have to decrease its equi-
librium level, but also to attenuate the instabilities generated by reoxygenation. In the
future, it would be necessary to plug this pVHL/ HIF-1α model into a more complete
system, including the PHDs and all the feedbacks known in literature, to make our test
of therapies more useful.
As a conclusion, we can notice that the principal interest of our model is to find a
new core-system of the HIF-1α regulation network. Our system is based on a oxygen-
dependent affinity of pVHL for HIF-1α, a feedback of HIF-1α on pVHL mRNA syn-
thesis, and the existence of a nucleo-cytoplasmic pVHL shuttle. We show that this
simple model, built on the basis of experimental data, explains all the well known es-
sential behaviors of HIF-1α regulation. Besides, our model exhibits a specific response
to reoxygenation event, which provides a possible factor contributing to experimental
observations about HIF-1α level and genetic activity during reoxygenation. Finally, our
model also provides a method to take into account the HIF-1α/pVHL feedback, and
the compartmentalization aspect in a future more complete model.
5.2.3 Conclusion
Dans cet article, nous avons propose´ un mode`le de re´gulation du niveau intra-
cellulaire de HIF-1α. Avec un nombre restreint d’acteurs et de relations biochimiques,
nous reproduisons les caracte´ristiques principales de la re´ponse mole´culaire a` l’hy-
poxie. A l’oppose´ des travaux pre´ce´dents, conside´rant dans leur de´tail les nombreuses
re´actions enzymatiques, et les boucles de re´troactions associe´es, des re´sultats simi-
laires sont obtenus ici a minima. Nous avons pu montrer, ainsi, que la re´troaction de
HIF-1 sur la synthe`se de pVHL suffisait a` expliquer une grande partie des observa-
tions expe´rimentales. D’autre part, notre approche met l’accent sur la compartimen-
tation de la de´gradation de HIF-1α, tout en fournissant un cadre formel permettant
de l’appre´hender mathe´matiquement. Cette premie`re se´rie de conclusions est d’impor-
tance, car elle ouvre une voie nouvelle dans les travaux de mode´lisation des re´seaux
biochimiques lie´s a` l’hypoxie. En outre, ce travail offre un e´clairage inte´ressant sur les
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phe´nome`nes mole´culaires et cellulaires associe´s au retour a` la normoxie apre`s un e´pisode
hypoxique. Comme nous l’avons de´crit pre´ce´demment, la re´oxyge´nation entraˆıne une
re´ponse remarquable, observe´e in vitro et en conditions physiologiques : augmentation
de l’activite´ de HIF-1α, expression de ge`nes spe´cifiques, apoptose. La simulation d’une
situation de re´oxyge´nation se solde, dans notre e´tude, par l’apparition de fortes insta-
bilite´s du niveau de HIF-1α. Le niveau de la prote´ine entre dans un re´gime oscillant,
dont la valeur maximale peut de´passer le niveau atteint en hypoxie. Ce re´sultat est
inte´ressant, car il fournit une explication possible aux observations expe´rimentales. L’-
expression de ge`nes spe´cifiques, par exemple, peut eˆtre facilement lie´e au signal oscillant
du facteur de transcription HIF-1. Afin d’approfondir nos conclusions, nous avons for-
mule´ un mode`le pre´liminaire de´crivant les relations biochimiques tisse´es entre les voies
de l’hypoxie et celles de l’apoptose. Nous avons alors pu montrer comment le re´gime
oscillant de HIF-1 e´tait capable de ge´ne´rer un signal du meˆme type pour la prote´ine
p53. Ce type de signal e´tant connu pour de´clencher l’apoptose, nos re´sultats s’ave`rent
donc eˆtre une explication possible, parmi d’autre, des vagues d’apoptose observe´es lors
de re´oxyge´nations brutales (cas des ische´mies). Cependant, cette ide´e doit eˆtre teste´e
expe´rimentalement. Notamment, il serait inte´ressant de suivre, avec pre´cision et sur le
long terme, l’e´volution intra-cellulaire de HIF-1α et de p53 lors de retours a` la nor-
moxie, de manie`re a` tester l’existence d’un tel re´gime oscillatoire. Notons d’ores et de´ja`
que la grande quantite´ d’acteurs non pris en compte dans notre mode`le de la re´gulation
de HIF-1α (la voie mTOR notamment) pourront ici jouer un roˆle important, complex-
ifiant par la` meˆme l’interpre´tation des donne´es expe´rimentales. Finalement, l’inte´reˆt
principal de ce travail est de pre´senter le pouvoir explicatif d’un mode`le tre`s simple,
prenant en compte deux agents principaux (HIF-1α et pVHL). Nous rendons ainsi
compte du comportement, au premier ordre, du syste`me de re´gulation de HIF-1α. Les
re´sultats obtenus, s’ils sont a` relativiser au vu de la colossale complexite´ que nous
occultons de´libe´re´ment, trouvent donc leur utilite´ dans l’analyse d’une strate´gie de
mode´lisation jusqu’ici ne´glige´e. Par exemple, les de´marches de mode´lisation des liens
entre les voies de l’apoptose et celles de l’hypoxie posse`dent, avec la relation yin-yang,
une base de travail inte´ressante a` creuser. Notre e´tude fournit un premier cadre perme-
ttant d’aborder cette question avec des outils relativement simples et efficaces. Dans
la section suivante, nous proposons une extension du formalisme pre´sente´ dans notre
article, incluant les liens unissant les voies de l’hypoxie et celles de l’apoptose au sein
d’un mode`le yin-yang simplifie´.
5.3 Comment la re´oxyge´nation peut-elle induire
l’apoptose ?
L’article pre´ce´dent a permis de mettre en e´vidence le roˆle de la compartimentation
de HIF-1α dans la dynamique de sa de´gradation d’une part, et d’autre part, dans
la ge´ne´ration d’instabilite´s oscillatoires lors d’e´pisodes de re´oxyge´nation. Nous avons
e´voque´, en discussion, l’influence potentielle de ce signal sur l’apoptose. En effet, comme
nous l’avons note´, le retour a` la normoxie lors d’e´pisodes hypoxiques tend a` de´clencher
l’entre´e en apoptose, dans des conditions expe´rimentales in vitro [164] ou physiologiques
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(ische´mie). D’autre part, l’intrication e´troite des voies de re´gulation de´pendantes de
p53 (prote´ine cle´ re´gissant les processus d’apoptose) et celles de´pendantes de HIF-1
autorise la formulation de l’hypothe`se suivante : les oscillations apparaissant lors d’une
remonte´e du niveau d’oxyge`ne peuvent ge´ne´rer un signal pe´riodique du niveau de p53.
Or, ce type de signal est bien connu dans la litte´rature consacre´e a` l’apoptose. En
imposant un stress ge´notoxique, Geva-Zatorsky et al.(2006) [189] ont, par exemple,
ge´ne´re´ des oscillations de p53, et de MdM2, avec un pe´riode d’environ 5 heures. De
manie`re ge´ne´rale, un signal oscillant de p53 est un fort promoteur d’apoptose [170, 190].
Nous avons donc cherche´ a` illustrer ce point en proposant un mode`le pre´liminaire des
relations biochimiques existant entre HIF-1, p53, et leur re´gulateur directs (pVHL et
MdM2).
5.3.1 Les interconnexions des voies hypoxiques et apoptotiques :
la relation yin-yang
Les interactions complexes entre les voies de re´gulation lie´es a` l’hypoxie, domine´es
par la prote´ine HIF-1, et celles lie´es a` l’apoptose, domine´es par p53, sont un domaine
d’intense recherche depuis plus d’une de´cennie [46]. Rappelons tout d’abord que les
deux prote´ines sont re´gule´es selon un principe similaire de re´troaction positive sur leur
inhibiteur [167]. Cette proprie´te´ a d’ailleurs e´te´ utilise´e pour construire notre mode`le de
re´gulation de HIF-1α [94]. En vertu de ces sche´mas de re´gulations, nos deux prote´ines
ont la capacite´ de s’accumuler rapidement lorsque les signaux de stress de´passent un
seuil critique. En outre, il a e´te´ observe´e, lorsque l’hypoxie est se´ve`re ou prolonge´e, que
p53 est induit et provoque l’apoptose [5, 191]. De manie`re inte´ressante, cette induc-
tion n’est notable qu’en condition d’hypoxie extreˆme (<0.02% O2), ou durable (>16h)
[191, 192]. Si les conditions sont plus mode´re´es, p53 ne semble pas eˆtre induit ; a` l’in-
verse, il peut avoir tendance a` de´croˆıtre [193], mettant en e´vidence l’existence d’effets
contradictoires de l’hypoxie sur l’apoptose en fonction de l’intensite´ et de la dure´e
de l’e´pisode [45]. Sermeus et al. (2011) [46] ont ge´ne´ralise´ cette ide´e en proposant un
mode`le de balance entre HIF-1 et p53 [46]. En normoxie, les deux prote´ines ont un faible
niveau d’expression. Lorsque la pression d’oxyge`ne diminue, le niveau de HIF-1 s’e´le`ve,
ce qui diminue encore le niveau de p53. La cellule entre dans une phase de re´sistance
a` l’apoptose. Lorsque l’hypoxie devient se´ve`re, p53 augmente, HIF-1 de´croit, et la cel-
lule entre en apoptose. Comment expliquer cette balance a` l’e´chelle mole´culaire ? De
nombreuses relations d’interactions prote´iques ont e´te´ mises en e´vidences entre p53,
HIF-1α, et leurs re´gulateurs, MdM2 et pVHL. Afin de formaliser les relations biochim-
iques mises en e´vidences expe´rimentalement, Roe et al. (2006) [194] ont propose´ un
sche´ma qu’ils ont baptise´ e´quilibre yin-yang. Ce mode`le a e´te´ repris et comple´te´ dans
les anne´es suivantes [46]. Il pre´sente un re´seau complexe d’interactions au sein duquel
chaque prote´ine peut affecter les trois autres. L’ensemble de ces relations prote´iques
sont repre´sente´es sur la figure 5.14, issue du travail de review de Sermeus et al. Outre
les me´canismes de re´gulation de HIF-1α par pVHL et de p53 par MdM2, les auteurs
rele`vent un effet ne´gatif de p53 sur HIF-1α. L’absence de prote´ine p53 fonctionnelle
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Figure 5.14: Repre´sentation sche´matique
des modulations re´ciproques de HIF-1α, p53,
pVHL et MdM2. D’apre`s [46]
semble en effet promouvoir la stabilite´ de HIF-1α [195]. Re´ciproquement, HIF-1α sem-
ble avoir un effet positif sur p53. Deux me´canismes peuvent eˆtre a` la source de cette
observation. Suzuki et al ont propose´ que la de´phosphorylation de HIF-1α durant
une hypoxie se´ve`re pouvait engendrer une augmentation du niveau intracellulaire de
p53 [196]. D’autre part, l’existence ave´re´e d’interactions biochimiques entre HIF-1α
et MdM2 peut jouer un roˆle crucial dans les interactions entre les voies de l’hypoxie
et celles de l’apoptose [197, 198]. La formation de complexe, outre un potentiel effet
de stabilisation de HIF-1α, fait baisser le niveau de MdM2 libre, et inhibe ainsi la
de´gradation de p53. Enfin, des preuves expe´rimentales accumule´es notamment par Roe
et al. (2006) [194] tendent a` montrer que pVHL re´gule positivement le niveau de p53
et son activite´ ge´ne´tique. Re´ciproquement, p53 inhibe l’expression de pVHL.
Dans cette partie, nous avons choisi d’illustrer le roˆle de la balance yin-yang dans
la re´ponse de p53 au signal de re´oxyge´nation. Pour cela, nous avons conside´re´ les deux
syste`mes de re´gulation “miroirs” p53/MdM2 et HIF-1α/pVHL. Nous y avons adjoint
la formation de complexes MdM2/HIF-1α comme exemple des liens biochimiques tisse´s
entre les deux re´seaux. Le syste`me e´tudie´ est donc relativement simple eu e´gard a` la
complexite´ des interactions biologiques ; il sert avant tout de point de de´part a` une
mode´lisation plus exhaustive de la balance yin-yang.
5.3.2 Formulation du mode`le yin-yang
Ce mode`le se base sur notre travail, pre´sente´ pre´ce´demment, concernant la re´gulation
de HIF-1α [94]. Rappelons que nous conside´rions la de´gradation de HIF-1α comme
controˆle´e par pVHL, dont l’expression ge´ne´tique est re´ciproquement induite par HIF-
1α. La dynamique de ce syste`me est compartimente´e, la communication entre le noyau
et le cytoplasme e´tant assure´e par une navette constitutive de la prote´ine pVHL. Nous
conside´rons ici, paralle`lement a` ce syste`me, un mode`le de re´gulation de p53 similaire
a` celui utilise´ par Hunziker et al. [170]. Les couples HIF-1α/pVHL et p53/MdM2
pre´sentent les meˆmes types d’interactions, a` cette exception pre`s que l’on ne´glige la
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compartimentation de p53, sa dynamique spatiale e´tant complexe et mal connue. On
conside`re donc que p53 et MdM2 sont exclusivement nucle´aires. L’e´quation de couplage
entre les deux syste`mes de´crit la formation d’un complexe HIF-1α nucle´aire/MdM2.
La formulation mathe´matique est donne´e ci-dessous. Les e´quations (5.10) a` (5.16) sont
identiques a` celles pre´sente´es dans l’article pre´ce´dent [94]. Les e´quations (5.17) a` (5.20)
mode´lisent la dynamique du syste`me p53/MdM2. Elles sont exactement similaires aux
e´quations re´gissant la re´gulation de HIF-1α, la compartimentation en moins. Elles
de´crivent respectivement l’e´volution temporelle des niveaux de p53 (p), de l’ARNm co-
dant pour MdM2 (mm), de MdM2 (m), du complexe MdM2/p53 (c). Enfin, l’e´quation
(5.20) de´crit la formation du complexe HIF-1α/MdM2 (cmh). Ce complexe, en dimin-
uant le niveau de MdM2 libre, re´gule positivement le niveau de p53. En plus des
parame`tres introduits dans Bedessem et al. [94], nous conside´rons ainsi λ, µ, ν (de´gradation
chimique de p53, MdM2, et des ARNm codant pour MdM2), ρ (vitesse de synthe`se de
p53), kf,pm (taux de formation du complexe p53/MdM2), kb,pm (taux de de´gradation du
complexe p53/MdM2), kf,mh (taux de formation du complexe HIF-1α/MdM2), kb,mh
(taux de de´gradation du complexe HIF-1α/MdM2), kt,m (vitesse de transcription des
ARNm codant pour MdM2), ktl,m (vitesse de traduction de ces ARNm), et δ (vitesse
de de´gradation de p53 me´die´e par MdM2).
dhn
dt
= σ − αhn − kfvnhn + (kb + γ)cn (5.9)
dhc
dt
= (kb + γ)cc − kfhcvc − αhc (5.10)
dvm
dt
= kth
2
n − βvm (5.11)
dvn
dt
= ktlvm − kfvnhn + kbcn + (δn + α)cn − γvn + Ac,nvc − An,cvn (5.12)
dvc
dt
= kbcc − kfvchc + (δc + α)cc − γvc − Ac,nvc + An,cvn (5.13)
dcn
dt
= kfhnvn− kbcn − δncn − (γ + α)cn − An,ccn + Ac,ncc (5.14)
dcc
dt
= kfhcvc − kbcc − δccc − (γ + α)cc + An,ccn − Ac,ncc (5.15)
dp
dt
= ρ− λp− kf,pmpm+ kb,pmc+ µc (5.16)
dmm
dt
= kt,mp
2 − νmm (5.17)
dm
dt
= ktl,mmm − kf,pmpm+ (kb,pm + δ)c
− µm− kf,mh[hn][m] + kb,mh[cmh] (5.18)
dc
dt
= kf,pmpm− kb,pmc− δc− µc (5.19)
dcmh
dt
= kf,mhhnm− kb,mhcmh − (µ+ α)cmh (5.20)
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5.3.3 Re´sultats
Nous avons cherche´ a` illustrer, a` l’aide de ce syste`me, les effets des instabilite´s du
niveau de HIF-1α induites par la re´oxyge´nation sur le niveau de p53. La valeur des
parame`tres pour le syste`me pVHL/HIF-1α a e´te´ choisie e´gale aux valeurs par de´faut
de´termine´es dans notre travail pre´ce´dent [94]. Pour le syste`me p53/MdM2, nous avons
utilise´ les valeurs par de´faut issues du travail de Hunziker et al. [170]. Enfin, pour de´crire
le couplage entre les deux sous-syste`mes (e´quation 5.20), nous avons du fixer des valeurs
pour les taux d’association et de dissociation de HIF-1α et MdM2. L’objectif de cette
section e´tant simplement d’illustrer la liaison des voies de re´gulation de l’hypoxie et de
l’apoptose, nous avons fixe´ des valeurs similaires aux constantes de complexation des
syste`mes p53/MdM2 et HIF-1α/pVHL, soit kf,mh=1000 et kb,mh=7200. La valeur des
parame`tres pour le syste`me pVHL/HIF-α a e´te´ choisie e´gale aux valeurs par de´faut
de´termine´es dans notre travail pre´ce´dent [94]. Pour le syste`me p53/MdM2, nous avons
utilise´ les valeurs par de´faut issues du travail de Hunziker et al. [170]. Nous supposons
e´galement, en premie`re approximation, que la liaison a` MdM2 n’affecte pas le syste`me
de re´gulation de HIF-1α. Autrement dit, la prote´ine pVHL peut adresser HIF-1α au
prote´asome meˆme si la prote´ine est lie´e a` MdM2. Les conditions initiales, c’est a` dire
l’e´tat des niveaux prote´iques avant l’e´pisode de re´oxyge´nation, sont pre´sente´es dans la
table 5.5. La me´thode de´crite dans notre travail pre´ce´dent a e´te´ utilise´e pour de´terminer
l’e´tat d’e´quilibre pour le syste`me HIF-1α/pVHL en hypoxie. Afin de fixer des valeurs a`
l’e´quilibre pour les nouvelles variables introduites (p, mm, m, c, cmh), nous avons laisse´
le syste`me e´voluer en imposant des conditions hypoxiques (kf=1) jusqu’a` atteindre
un e´tat stationnaire. Les valeurs des niveaux prote´iques prises par nos variables apre`s
stabilisation du syste`me ont alors e´te´ utilise´es comme conditions initiales. Nous avons
ainsi pu simuler un e´pisode de re´oxyge´nation, en imposant au syste`me la valeur par
de´faut du parame`tre kf : kf=1000. La figure 5.15 repre´sente l’e´volution du niveau de
p53 apre`s une re´oxyge´nation brutale (a` t=0). Le passage de l’hypoxie a` la normoxie
ge´ne`re des instabilite´s du niveau de p53, qui entame une dynamique oscillatoire dix
heures apre`s la re´oxyge´nation, avec une pe´riode d’environ 5h. Comme nous l’avons note´
pre´ce´demment, un signal pe´riodique similaire a e´te´ observe´ expe´rimentalement dans le
cas d’un stress ge´notoxique. Il est connu, dans ce cadre, pour conditionner l’entre´e en
apoptose. Autrement dit, les oscillations de p53 ge´ne´re´es par la re´oxyge´nation sont sus-
ceptibles de de´clencher la mort cellulaire. Or, comme nous l’avons note´, les phe´nome`nes
de re´oxyge´nation sont connus pour promouvoir, dans certaines conditions, l’entre´e en
apoptose. C’est notamment le cas lors des phe´nome`nes d’ische´mie : un retour brutal
du flux sanguin dans les zones ische´miques ge´ne`re des vagues d’apoptose. Ce mode`le
simple ouvre donc une piste interpre´tative permettant d’e´clairer le lien existant entre
le retour a` la normoxie et la mort cellulaire. Selon ce mode`le, la compartimentation de
HIF-1α entre le noyau et le cytoplasme est a` l’origine d’une re´ponse oscillante de la
prote´ine lors d’un e´pisode de re´oxyge´nation. Les relations bio-chimiques liant le syste`me
de re´gulation de HIF-1α a` celui de p53 ge´ne`rent alors une dynamique du meˆme type que
celle observe´e pour la prote´ine pro-apoptotique. Ce signal de´clenche la mort cellulaire.
Avec toutes les re´serves lie´es aux simplifications notables qui le sous-tendent, notre
mode`le pre´sente donc l’inte´reˆt de fournir une explication biologiquement cohe´rente a`
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Variable Niveau initial (nM)
hn 510
hc 262
vm 433
vn 28
vc 2898
cn 1.9
cc 105
p 77
mm 302
m 1.7
c 860
cmh 90
Table 5.5: Conditions initiales avant re´oxyge´nation. Ces valeurs correspondent a` l’e´tat
du syste`me sous une hypoxie caracte´rise´e par kf=1
Figure 5.15: Simulation de l’e´volution
du niveau de p53 apre`s un e´pisode de
re´oxyge´nation
de nombreuses observations cliniques et expe´rimentales. Des perspectives inte´ressantes
s’ouvrent alors afin de tester la validite´ de cette interpre´tation. Notamment, il serait
pertinent de suivre l’e´volution du niveau de p53 lors d’e´pisodes de re´oxyge´nation, afin de
tenter d’imager d’e´ventuelles oscillations. Au niveau de la mode´lisation du phe´nome`ne,
le mode`le peut-eˆtre grandement ame´liore´ afin de prendre en compte de manie`re plus
satisfaisante la complexite´ biologique de la situation e´tudie´e. La question de la com-
partimentation de p53 me´riterait par exemple d’eˆtre conside´re´e. Les outils que nous
avons mis au point pour mode´liser le syste`me de re´gulation de HIF-1α pourraient alors
eˆtre e´tendus au couple pVHL/MdM2 afin de comple´ter le mode`le yin-yang.
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5.4 Localisation de HIF-1α et cycle cellulaire
5.4.1 Introduction
L’article pre´ce´dent a mis en e´vidence l’importance de la compartimentation de HIF-
1α dans sa re´gulation. Notamment, la navette nucle´o-cytoplasmique de pVHL pourrait
jouer un roˆle crucial dans l’accumulation et la de´gradation du facteur de transcription.
Or, nous avons e´galement rappele´ l’existence de donne´es expe´rimentales mettant en
e´vidence une variabilite´ de la re´partition de pVHL en fonction de la dynamique pro-
life´rative des cellules [159]. Rappelons e´galement que la localisation de la de´gradation
de HIF-1α semble de´pendre en partie de leur e´tat quiescent ou non [65]. La distri-
bution spatiale de la prote´ine pourrait donc avoir un lien avec le cycle cellulaire. Or,
comme nous l’avons note´ a` la fin du chapitre pre´ce´dent, la visualisation en immuno-
marquage de la localisation sub-cellulaire de HIF-1α fait apparaˆıtre une variabilite´ de
sa distribution. La prote´ine est en effet soit concentre´e dans le noyau, soit dans le cy-
toplasme, soit re´partie de manie`re homoge`ne. Cette observation pose de nombreuses
questions. En effet, l’accumulation nucle´aire de HIF-1α est une caracte´ristique com-
mune a` un grand nombre de cancers [35]. La compre´hension des me´canismes re´gulant
la re´partition du facteur de transcription est donc d’importance. En particulier, il
est le´gitime de se demander si la variabilite´ observe´e est lie´e a` la dynamique du cy-
cle (variabilite´ intra-cellulaire) ou a` une diffe´rence de comportements entre cellules
(variabilite´ inter-cellulaire). Pour re´pondre a` cette question, il peut eˆtre inte´ressant
de chercher une e´ventuelle corre´lation entre la phase du cycle dans laquelle se trouve
une cellule donne´e, et la localisation de HIF-1α. Or, les cellules HeLa-FUCCI per-
mettent justement de mener ce genre d’investigations. Ces dernie`res rendent en effet
possible la de´termination pre´cise de l’avancement du cycle par la simple observation
non-destructive d’une population cellulaire. Cette population pourra ensuite eˆtre fixe´e
et soumise a` un immunomarquage dirige´ contre HIF-1α, afin de comple´ter les donne´es
de microscopie de fluorescence par la localisation de la prote´ine.
5.4.2 Me´thode
La re´ussite d’une telle de´marche expe´rimentale passe par la possibilite´ de collecter
a` la fois les donne´es de fluorescence et d’immunomarquage sur un grand nombre de
cellules. Pour ce faire, nous avons opte´ pour le protocole suivant. HIF-1α est induit
par DFO (24h a` 100µM). La fluorescence des cellules HeLa-FUCCI est ensuite image´e
sur une vingtaine de champs, dont les positions pre´cises dans la chambre de culture
sont enregistre´es, selon une me´thodologie similaire a` celle pre´sente´e dans le chapitre
pre´ce´dent. Les cellules sont ensuite fixe´es, puis un immunomarquage indirect de HIF-1α
est re´alise´. Nous avons opte´ pour une me´thode classique de re´ve´lation enzymatique a` la
pe´roxydase. Le protocole pre´cis est pre´sente´ en annexe C. Enfin, les positions initiales
dans la chambre de culture sont retrouve´es, graˆce a` la platine motorise´e dont est muni
le microscope utilise´. Il est donc possible de collecter, en transmission, les donne´es sur la
re´partition sub-cellulaire de HIF-1α. La figure 5.16 montre le type de re´sultat obtenu,
sur trois champs. On obtient, paralle`lement, la fluorescence permettant de de´terminer
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l’avancement du cycle, et les informations relatives a` la pre´sence de HIF-1α.
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Figure 5.16: Imagerie couple´e de la localisation sub-cellulaire de HIF-1α et de la progres-
sion du cycle. A, C, E : images prises en microscopie a` fluorescence apre`s 24h de traitement
par 100µM de DFO. B,D,F : champs correspondants apre`s fixation et immunomarquage
(me´thode peroxydase) de HIF-1α
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Figure 5.17: Me´thode d’analyse couple´e de la progression du cycle et de la localisation
sub-cellulaire de HIF-1α. Sur un champs donne´, on dispose de la donne´e de fluorescence
(A,C) et du marquage anti-HIF-1α (B,D). Cela permet de corre´ler la phase (G1,S,G2) avec
la localisation nucle´aire (N) ou cytoplasmique/diffuse (C) de HIF-1α
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Ces donne´es sont ensuite traite´es en corre´lant, cellule a` cellule, la phase du cycle
et la localisation de la prote´ine. Un exemple est donne´ sur la figure 5.17. Il faut noter
que l’immunomarquage n’est parfois pas suffisamment pre´cis pour trancher de manie`re
claire sur la re´partition de HIF-1α. Nous nous contentons donc de diffe´rencier les cas
de nette accumulation nucle´aire des cas ou` la prote´ine est plus diffuse. Dans ce dernier
cas, il peut s’agir soit d’une localisation cytoplasmique, soit d’une induction plus faible.
Cette expe´rience a e´te´ mene´e sur une vingtaine de champs, contenant chacun environ
50 cellules.
5.4.3 Re´sultats
Les vingt champs sur lesquels ont e´te´ collecte´es les donne´es de fluorescence et d’im-
munomarquage ont donc e´te´ traite´s en suivant la de´marche de´crite pre´ce´demment. En
groupant ces champs en quatre e´chantillons contenant un minimum de 200 cellules,
nous avons pu e´tablir une statistique de la proportion de cellules de chaque phase
pre´sentant un niveau d’expression clairement nucle´aire de HIF-1α. Les re´sultats sont
pre´sente´s sur la figure 5.18. Il apparaˆıt que la pourcentage de localisation nucle´aire
est situe´ entre 30 et 40 % pour les phases G1, S et G2. On observe ne´anmoins une
valeur significativement plus faible en S qu’en G1 (p-value=0.04), et surtout qu’en G2
(p-value=0.0001). Cependant, ces re´sultats doivent eˆtre interpre´te´s avec pre´caution.
En effet, de nombreuses sources d’incertitudes viennent brouiller l’interpre´tation. Tout
d’abord, l’impre´cision relative de l’immunomarquage ne permet de ne prendre en
compte que les cellules pre´sentant une tre`s claire accumulation nucle´aire. D’autre part,
il est difficile de diffe´rencier les cas ou` la re´partition est cytoplasmique ou diffuse des
cas ou` HIF-1α est tout simplement peu induit. Il est donc hasardeux de conclure a` une
relocalisation partielle dans le cytoplasme durant la phase S. La le´ge`re (mais significa-
tive) diffe´rence observe´e pourrait dans ce cadre s’expliquer plutoˆt par une diminution
de la synthe`se de la prote´ine durant la phase S. De manie`re ge´ne´rale, la variabilite´
dans la re´partition ou l’induction de HIF-1α semble eˆtre inde´pendante de la progres-
sion du cycle. Il s’agit donc en grande partie d’une variabilite´ inter-cellules. Celle-ci
peut eˆtre lie´e a` un grand nombre de parame`tres : niveau d’induction ale´atoire, muta-
tions ge´ne´tiques... Dans ce dernier cas, notre travail a montre´ que des modifications
dans le syste`me de transport de pVHL pouvaient influer sur la re´partition de HIF-1α.
Le niveau d’expression du facteur de transcription avant l’induction peut e´galement
jouer un roˆle. Notre de´marche a donc permis de mettre en e´vidence qu’il existe une
variabilite´ dans la localisation/l’induction de HIF-1α au sein d’un meˆme population de
cellules, qui ne s’explique pas par la seule dynamique du cycle. En outre, de manie`re
plus ge´ne´rale, cette e´tude met en avant une utilisation originale des cellules HeLa-
FUCCI, et de´montre leur utilite´ pour re´aliser des e´tudes couple´es de biologie cellulaire
(progression du cycle) et de biologie mole´culaire (expression d’une prote´ine).
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* ** Figure 5.18: Phases du cycle et localisationde HIF-1α. Sur quatre e´chantillons d’environ
400 cellules, nous avons calcule´ le pourcentage
de cellules de chaque phase pre´sentant claire-
ment une concentration nucle´aire de HIF-1α.
∗P<0.05, ∗∗P<0.001.
5.5 Conclusion
Dans ce chapitre, nous avons e´tudie´ quelques aspects de la re´gulation intra-cellulaire
du niveau de HIF-1α. En premier lieu, nous avons mis sur pied un mode`le simple
de´crivant les relations entre HIF-1α et pVHL dans un contexte compartimente´. Ce
mode`le reproduit les principales caracte´ristiques connues de la re´ponse a` l’hypoxie
(induction et accumulation de HIF-1α, dynamique de la de´gradation) en utilisant
uniquement une boucle de re´troaction, et en prenant en compte l’importance de la
compartimentation nucle´o-cytoplasmique de la re´gulation. La cine´tique de la navette
nucle´o-cytoplasmique de pVHL est alors un des parame`tres cle´s de´terminant le niveau
cellulaire de HIF-1α. Ce re´sultat ouvre des perspectives inte´ressantes de ve´rifications
expe´rimentales : il est notamment possible de travailler sur les prote´ines connues pour
faire partie de ce syste`me d’import/export.
Notre mode`le pre´dit e´galement une re´ponse spe´cifique du niveau de HIF-1α lors
d’e´pisodes de re´oxyge´nation. Au lieu d’eˆtre rapidement de´grade´e, la prote´ine entre
dans un mode instable (oscillations), et voit son niveau s’e´lever parfois au dessus du
niveau d’e´quilibre hypoxique. Ce re´sultat, qui demande de plus amples ve´rifications
expe´rimentales, est encourageant. En effet, il peut eˆtre mis en relation avec plusieurs
donne´es re´centes de la litte´rature, montrant une augmentation transitoire du niveau
de HIF-1α, ainsi qu’une synthe`se de ge`nes spe´cifiques jouant un roˆle crucial dans la
re´ponse cellulaire a` la re´oxyge´nation. Il serait inte´ressant, afin de baˆtir un pont entre
notre mode`le et nos re´sultats expe´rimentaux obtenus sur les cellules FUCCI apre`s un
cycle hypoxie/normoxie, de creuser les liens entre cette possible induction de HIF-1α en
re´oxyge´nation et le ralentissement de la phase S par activation des voies de re´paration de
l’ADN. Cette re´ponse oscillatoire peut e´galement eˆtre relie´e a` la dynamique d’apoptose
connue pour eˆtre de´clenche´e par le retour brutal a` la normoxie. Afin de mettre l’accent
sur ce point, nous avons e´tendu notre formalisation aux inter-relations entre les couples
HIF-1α/pVHL et p53/MdM2. Une premie`re analyse de ce mode`le plus complexe montre
comment la re´oxyge´nation peut induire un comportement oscillatoire du niveau de p53,
connu pour eˆtre un signal d’apoptose.
Enfin, nous avons mis au point un protocole permettant d’e´tudier expe´rimentalement
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la dynamique de la compartimentation de HIF-1α, en relation avec le cycle cellu-
laire. Nos re´sultats sugge`rent que la variabilite´ de la localisation de la prote´ine est
en grande partie inter-cellulaire : elle ne de´pend pas, ou peu, de la phase du cycle,
mais de parame`tres internes a` chaques cellules. Notre mode`le mathe´matique permet
de supposer que diffe´rents types de mutations ge´ne´tiques peuvent expliquer cette vari-
abilite´. Celles-ci peuvent affecter la dynamique d’import/export de pVHL, la vitesse de
synthe`se de HIF-1α, ou l’affinite´ du couple pVHL/HIF-1α. La` encore, cette observation
ouvre donc la voie a` de nombreuses investigations expe´rimentales.
6
Conclusion ge´ne´rale
Dans cette the`se, nous avons explore´ plusieurs aspects de la re´ponse cellulaire a` l’hy-
poxie. En utilisant a` la fois des outils de mode´lisation et une approche expe´rimentale,
nous avons pu de´gager des re´sultats originaux, ouvrant plusieurs directions de recherche.
Dans une premie`re partie, nous avons propose´ un mode`le pour la transition G1/S
sous hypoxie. Ce dernier fournit une explication possible a` la mise en quiescence des
cellules tumorales lorsque la pression d’oxyge`ne diminue. Nous avons ensuite cherche´
a` tester ces premiers re´sultats expe´rimentalement, en utilisant les proprie´te´s des cel-
lules HeLa-FUCCI. Or, la sensibilite´ des fluorophores au manque d’oxyge`ne rend cette
e´tude de´licate. En conse´quence, nous avons choisi de centrer notre de´marche sur
l’effet de che´lateurs du fer souvent utilise´s, outre leurs effets anti-cance´reux, comme
mole´cules stabilisatrices de HIF-1α (DFO et CoCl2). Les cellules FUCCI nous ont alors
permis de suivre temporellement, en microscopie de fluorescence, les modifications de
la dynamique du cycle en pre´sence de ces agents chimiques. Nous avons ainsi mis en
e´vidence, tout d’abord, un effet bi-phasique du chlorure de cobalt sur l’entre´e dans le
cycle. C’est la possibilite´ de suivre pre´cise´ment, graˆce aux cellules FUCCI, la progres-
sion au sein de la phase G1 qui a permis d’obtenir ce re´sultat. D’autre part, nous avons
mis en e´vidence un blocage du cycle en phase G2 en pre´sence de DFO. La re´versibilite´
de cet arreˆt est de´termine´e a` la fois par le temps d’exposition et par la concentration
de l’agent chimique. Ces re´sultats, originaux au vu des e´tudes ante´rieures, pourraient
s’expliquer par une action privile´gie´e des che´lateurs du fer sur la voie MAPK dans les
cellules HeLa. Cette hypothe`se doit eˆtre teste´e par des e´tudes approfondies de biologie
mole´culaire.
Nous avons ensuite utilise´ les cellules HeLa-FUCCI afin d’e´tudier les conse´quences
d’un retour a` la normoxie apre`s un e´pisode hypoxique. De manie`re inte´ressante, nous
avons pu observer un ralentissement, sur le long terme, de la phase S, ce qui est cohe´rent
avec les donne´es de la litte´rature faisant e´tat d’une activation des voies de re´paration
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de l’ADN lors d’une re´oxyge´nation. En outre, les expe´riences de marquage immunocy-
tochimique de HIF-1α que nous avons mene´es afin de tester l’induction du facteur de
transcription par les che´lateurs du fer ont re´ve´le´ une grande variabilite´ de sa localisa-
tion. La prote´ine est soit clairement concentre´e dans le noyau, soit plus diffuse dans la
cellule, ou concentre´e dans le cytoplasme.
Ces observations posent donc la question de la re´gulation intra-cellulaire du niveau
et de la localisation de HIF-1α, en hypoxie, en normoxie, et en re´oxyge´nation. Nous
avons donc choisi d’e´clairer ces donne´es expe´rimentales par l’e´tablissement d’un mode`le
compartimente´ des voies mole´culaires de controˆle du niveau de HIF-1α. Le mode`le rel-
ativement simple que nous avons mis en place permet d’expliquer les caracte´ristiques
majeures de la re´ponse mole´culaires a` l’hypoxie. En outre, il montre que la comparti-
mentation de la de´gradation de HIF-1α pourrait avoir un roˆle dans les spe´cificite´s de
la re´ponse a` la re´oxyge´nation. En effet, notre mode`le ge´ne`re de fortes instabilite´s de
la concentration nucle´aire du facteur de transcription lors d’un retour a` la normoxie.
Notamment, apre`s avoir chute´ rapidement, elle entre dans un re´gime oscillatoire qui
la conduit a` des valeurs pouvant eˆtre supe´rieures a` celles atteintes en hypoxie. Cette
observation peut eˆtre analyse´e en regard des donne´es expe´rimentales portant sur les
effets biologiques et mole´culaires de la re´oxyge´nation : accumulation de HIF-1α, ex-
pression de ge`nes spe´cifiques, activation des voies de re´paration de l’ADN, apoptose.
Ici, les re´sultats obtenus en mode´lisation doivent eˆtre couple´s a` un travail expe´rimental
proposant une e´tude pre´cise de la dynamique du niveau de HIF-1α et de p53 lors d’un
retour brutal a` la normoxie.
Enfin, la compartimentation de HIF-1α a e´te´ e´tudie´e expe´rimentalement. Les cel-
lules HeLa-FUCCI permettent en effet de mener des travaux originaux couplant
l’analyse de la progression dans le cycle, et le marquage immunologique d’une prote´ine
donne´e. Des e´tudes ante´rieures ont mis en e´vidence les liens existants entre la pro-
life´ration cellulaire et la localisation de pVHL. En vertu des hypothe`ses biologiques
sous-tendant notre mode`le mathe´matique, l’hypothe`se d’un lien entre la pre´sence cyto-
plamsique ou nucle´aire de HIF-1α et la progression dans le cycle apparaˆıt donc comme
plausible. En conse´quence, nous avons choisi d’observer conjointement les phases du
cycle et la localisation intracellulaire de HIF-1α. Il nous est apparu que la variabilite´
dans la compartimentation de la prote´ine ne pouvait que tre`s modestement s’expliquer
par la dynamique du cycle cellulaire. Il est donc ne´cessaire de faire intervenir d’autres
hypothe`ses pour l’expliquer. On peut notamment envisager des diffe´rences ge´ne´tiques
inter-cellulaires. Par exemple, le mode`le de re´gulation que nous avons mis en place
nous permet de supposer que des mutations dans le syste`me d’import/export de pVHL
peuvent affecter la re´partition spatiale de HIF-1α. Cette hypothe`se ouvre la voie a`
de futures travaux expe´rimentaux. Ceux-ci pourraient apporter de pre´cieux renseigne-
ments quant a` la dynamique de re´gulation de HIF-1α, et a` sa modification dans les
processus de tumorigene`se.
Notons pour finir qu’outre nos re´sultats concernant la re´ponse a` l’hypoxie, cette
the`se illustre les divers inte´reˆts que pre´sentent les cellules HeLa-FUCCI dans l’e´tude du
cycle cellulaire. Notamment, nous avons montre´ comment elles permettaient de quan-
tifier l’e´volution de la dynamique de prolife´ration au cours du temps dans diffe´rentes
conditions : ajout, puis retrait de drogues, re´oxyge´nation. Le syste`me FUCCI offre
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e´galement la possibilite´ de suivre tre`s pre´cise´ment la progression dans les diffe´rentes
phases. En particulier, il rend relativement aise´e l’analyse de l’entre´e dans le cycle
(transition G0/G1). Enfin, la dernie`re partie de ce travail pre´sente une me´thodologie
inte´ressante permettant de coupler, cellule a` cellule, l’analyse de la dynamique du cycle
a` l’e´tude de l’expression et de la localisation des prote´ines. Dans le cas de HIF-1, ce
type de de´marche a donne´ de pre´cieuses indications quant a` la dynamique de re´gulation
du facteur de transcription.
De manie`re plus ge´ne´rale, les deux directions de recherche que nous avons suiv-
ies (mode´lisation mathe´matique et expe´rimentation sur une ligne´e cellulaire donne´e)
te´moignent de la multiplicite´ des types de discours scientifiques que l’on peut construire
autour de l’objet “cancer”. Chacun de ces types de discours posse`de ses re`gles propres ;
celles-ci sont e´labore´es et perpe´tue´es au sein de communaute´s aux contours clairement
de´finis, qui leur offrent une le´gitimite´ e´piste´mologique. La confrontation de ces diffe´rents
styles de raisonnement avec le monde exte´rieur met au jour leurs limites respectives.
Ainsi, les mode`les mathe´matiques sont-il, par essence, toujours parcellaires, jamais ex-
haustifs. Les re´sultats expe´rimentaux, quant a` eux, sont e´videmment tributaires des
ligne´es cellulaire utilise´es ; celles-ci ne sont finalement que des objets d’e´tude ge´ne´re´s
au sein des laboratoires. Elles aussi, finalement, ne sont que des mode`les. Dans les deux
cas, le statut e´piste´mique des jugements produits pose question : tout en fournissant un
certain type de savoir, ils portent en effet sur eux, de manie`re plus ou moins ostenta-
toire, les de´fauts inhe´rents aux pratiques scientifiques qui les ont engendre´s. Comment,
de`s lors, penser la multidisciplinarite´, c’est a` dire la coexistence, ou la coope´ration, de
ces diffe´rents types de discours ?
Il est tentant, en un premier temps, de plaider pour une ne´cessaire inte´gration des
approches : les re´sultats expe´rimentaux abreuvent les entre´e des mode`les mathe´matiques,
et en retour, ces derniers fournissent une certaine forme d’explication aux observa-
tions. Les deux styles de raisonnement se justifient ainsi mutuellement, et se fe´licitent
de la le´gimite´ e´piste´mique supple´mentaire ainsi acquise. La vocation d’un mode`le
mathe´matique sera donc force´ment d’eˆtre confronte´ a` des observations expe´rimentales.
Cependant, a` y regarder de plus pre`s, cette de´marche n’est applicable de manie`re sat-
isfaisante qu’a` un nombre restreint de cas : elle n’offre que rarement de meilleures
descriptions du monde naturel. A l’inverse, loin de de´passer les de´fauts individuels des
diffe´rentes approches, elle les cumule souvent ; de fait, au lieu d’atteindre un plus haut
degre´ de ge´ne´ralite´, elle tend a` particulariser d’autant plus les e´nonce´s. Un exemple
concret permet d’illustrer cette ide´e. Dans mon mode`le de re´gulation de HIF-1α, je
pars de l’hypothe`se, confirme´e par des observations, que la cine´tique d’induction de la
prote´ine ne comporte pas d’instabilite´s, alors que la re´oxyge´nation en provoque [93]. J’ai
alors construit un mode`le permettant de reproduire cette observation. Paralle`lement,
Bagnall et al. [166] ont construit un autre mode`le mathe´matique de la re´gulation de
HIF-1α, afin d’expliquer des observations exactement inverses : l’induction de HIF-
1α ge´ne`re des instabilite´s, et le niveau d’expression de la prote´ine se contente de
baisser re´gulie`rement lors du retour a` la normoxie. Le point important est que les
deux de´marches sont justifie´es : les re´actions mode´lise´es sont atteste´es empiriquement,
et les phe´nome`nes a` expliquer ont bien e´te´ observe´s. Les de´fauts des deux approches
se combinent ici. D’une part, la complexite´ des re´ponses cellulaires a` l’hypoxie rend
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les observations tre`s sensibles aux conditions expe´rimentales. D’autre part, les mode`les
mathe´matiques utilise´s ont un degre´ de liberte´ suffisant pour s’ajuster a` des donne´es
contradictoires. Finalement, l’inte´gration des discours ne nous apprend rien de neuf :
elle ne nous permet pas de formaliser des e´nonce´s de plus haut niveau de ge´ne´ralite´.
Plutoˆt, elle forme un troisie`me type d’approche, comportant elle aussi ses limites pro-
pres. La vision inte´grative de la multidisciplinarite´ n’offre donc aucune garantie quant
a` la valeur e´piste´mique du discours qu’elle engendre. En d’autres termes, elle ne per-
met pas force´ment d’identifier des me´canismes explicatifs ge´ne´raux aux phe´nome`nes
complexes. En conse´quence, cette forme de multidisciplinarite´ n’est pas force´ment un
horizon a` atteindre pour la compre´hension ge´ne´rale de la carcinogene`se.
Faut-il donc se contenter d’une coexistence des types de discours ? Certains av-
ocats du pluralisme, tels que H.Longino, plaident pour cette description de la mul-
tidisciplinarite´ [199]. L’existence de diffe´rentes communaute´s scientifiques clairement
de´limite´es ne serait alors que la conse´quence ine´vitable de la complexite´ des objets
naturels. La diversite´ des types de discours doit alors eˆtre accepte´e comme la meilleure
description de la re´alite´ a` laquelle nous puissions avoir acce`s. Rechercher a` tout prix
l’inte´gration serait, dans ce cadre, une erreur. Il faudrait alors abandonner tout pre´tention
a` la de´couverte des me´canismes fondamentaux cache´s derrie`re les phe´nome`nes. Ces
conside´rations sont particulie`rement adapte´es au cas du cancer. En effet, la com-
plexite´ de cet objet le rend inte´ressant pour diffe´rentes communaute´s scientifiques,
qui ne sont pas ne´cessairement en communication les unes avec les autres. S’interroger
sur le sens et la valeur e´piste´mique de la multidisciplinarite´ dans ce cadre est donc
particulie`rement stimulant. On mettant en valeur plusieurs types d’approches possi-
bles, autour du proble`me de l’hypoxie tumoral, cette the`se participe pleinement a` ce
questionnement.
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Acquisition des images en microscopie
Mate´riel
L’acquisition des images s’est faite a` l’aide d’un microscope inverse´ Zeiss Axiovi-
sion Z.1, e´quipe´ d’une source de lumie`re HxP 120. Ce type de lampe, base´ sur des
haloge´nures me´talliques, permet d’exciter des fluorophores sur une bande assez large
(environ 40nM). Pour visualiser la fluorescence verte (Azami Green), nous avons utilise´
la bande Alexa488, excite´e autour de 499nm et e´mettant autour de 519nm. Pour le Ka-
subira Orange, la longueur d’onde d’excitation utilise´e est celle du Texas Red (589nm,
e´mission autour de 615nm). Enfin, les images en lumie`re blanche sont faites en trans-
mission (bright-field). Le microscope est e´galement muni d’une enceinte d’incubation,
avec re´gulation de la tempe´rature (37˚) et du CO2 (5%). Le de´placement sur la lamelle
est assure´ par un syste`me de platine motorise´e, permettant d’enregistrer les positions
ou` les donne´es doivent eˆtre acquises en time-lapse (acquisition de donne´es automatique
a` des intervals de temps fixe´s par l’utilisateur). Les images sont capte´es par une came´ra
Hamamatsu EM-CCD.
Acquisition
Les cellules sont observe´es directement dans une chambre de culture (Lab-Tek
Chambered 1.0 Borosilicate Coverglass System, 1 chamber). En se de´plac¸ant sur la
lamelle en lumie`re naturelle (transmission), on choisit les positions a` imager en
e´chantillonnant de manie`re la plus homoge`ne possible dans l’espace de croissance des
cellules. Chaque champ couvre une surface de 395×395µm. Les donne´es sont ensuite
acquises, e´ventuellement en time-lapse, avec les trois canaux. La figure A.1 donne, en
exemple, l’ensemble des donne´es enregistre´es sur une position, pendant 24h d’acquisi-
tion, avec une image toutes les 2h.
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Figure A.1: Exemple de donne´es acquises sur une position, pendant 24h avec une image
toutes les 2h. Colonne A : fluorescence verte. Colonne B : fluorescence rouge. Colonne C :
lumie`re blanche. Colonne D : superposition.
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Les donne´es sont ensuite exporte´es en TIFF pour eˆtre traite´es avec Matlab et
ImageJ, comme de´crit dans l’Annexe B.
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B
Traitement des images
Principe
Comme nous l’avons pre´sente´ dans l’annexe A, nous obtenons, pour chaque champ
traite´, trois images, correspondant aux trois canaux utilise´s (rouge, vert et bright-field).
Le but est de calculer, dans chaque champ, la proportion de cellules en phase G0, G1, S,
G2 et M. Nous avons de´veloppe´ une me´thode semi-automatique, permettant de re´aliser
cette ope´ration pour tous les champs conside´re´s sur une lame donne´e. Le principe est
classique en traitement d’images : il passe tout d’abord par la cre´ation d’un masque de
l’image, permettant d’enregistrer les positions des cellules. Puis ce masque est projete´
sur les donne´es de fluorescence, et un seuillage de l’intensite´ de fluorescence permet de
trancher quant a` la phase du cycle a` laquelle elles appartiennent. Ce travail est re´alise´
sous Matlab (R2012A) et ImageJ (1.46a). Nous de´taillons ci-dessous un exemple de la
de´marche mise au point.
Me´thode
Soit le champ pre´sente´ sur la figure B.1. La superposition des trois canaux permet,
a` l’œil, de repe´rer certaines phases du cycle. Les trois canaux constituant cette image
sont pre´sente´s sur la figure B.2.
Ces donne´es sont donc acquises pour une quarantaine de champs a` chaque expe´rience.
Il s’agit de les traiter de manie`re a` en extraire les donne´es recherche´es sur la dynamique
du cycle. La premie`re e´tape du traitement est la superposition des canaux de fluores-
cence et la binarisation (seuillage des niveaux de gris) de l’image. La figure B.3 illustre
ces e´tapes. Une fois l’image vert+rouge cre´e´e via Matlab, on utilise ImageJ pour ap-
pliquer un filtre passe-bande permettant d’e´liminer le bruit. Puis, cette nouvelle image
est binarise´e, en seuillant les valeurs en niveau de gris. Cette e´tape permet de repe´rer
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Figure B.1: Imagerie de cellules HeLa-
FUCCI en microscopie de fluorescence. La su-
perposition des trois canaux (rouge, vert, et
bright-field) permet de repe´rer les phases du
cycle.
Figure B.2: Canaux constitutifs de l’image pre´sente´e sur la figure B.1. A=bright-field,
B=vert (GFP), C=rouge (Texas-Red)
toutes les cellules fluorescentes.
Il s’agit ensuite de re´aliser, en utilisant Matlab, un masque de l’image binarise´e. La
figure B.4 pre´sente le masque finalement obtenu a` partir des images initiales. Chaque
cellule est repe´re´e par un nume´ro ; sur la figure, ceux-ci sont code´s par des couleurs.
Ce masque permet ensuite, par projection sur les images de microscopie, d’acque´rir
les valeurs de fluorescence (rouge et verte) pour chaque cellule. Un seuil est fixe´ au
pre´alable pour chaque canal, sur la base de la pre´sence ou non de fluorescence visible en
rouge et en vert. La donne´e de fluorescence recueillie ainsi pour chaque cellule permet
alors de les classer en S (rouge et vert), G1 (rouge) et G2 (vert). Pour les cellules
non-fluorescentes (M et G0), le comptage est fait manuellement. La morphologie des
cellules en mitose permet de les repe´rer facilement. Toutes ces donne´es permettent alors
de calculer, sur un ensemble de champs, la proportion de cellules dans chaque phase
du cycle.
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Figure B.3: Binarisaton de l’image. A : les canaux de fluorescence sont superpose´s. B :
on applique un filtre passe-bande, et C : on seuille l’image
Figure B.4: Masque de l’image initiale,
re´alise´ avec Matlab a` partir de l’image bina-
rise´e. A chaque cellule est attribue´ un nume´ro.
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Protocole d’immunomarquage de HiF-1α
Principe
Il s’agit d’un immunomarquage indirect, utilisant un anticorps (Ac) primaire anti-
HiF-1α (Abcam, Re´f : ab16066), et un anti-corps secondaire couple´ a` la peroxydase
(GAM-PO, Jackson, Re´f : 115-036-062/0817). Ce dernier est re´ve´le´ par re´action sur
un kit de re´ve´lation (Sigma-Aldrich) contenant du DAB et du H2O2. Le produit de la
re´action colore la pre´paration en brun aux endroits contenant du HiF-1α.
Protocole
1)Fixation : La fixation est faite dans le paraformalde´hyde pendant 10 min a` tempe´rature
ambiante (room temperature, RT). Les lames sont ensuite rince´es au PBS 3×5 min.
2)Pre´traitements : Les cellules sont mises au contact d’une solution de Triton a`
0.3% dans du PBS pendant 30min RT, puis 60min RT dans du se´rum de che`vre a` 1%.
3)Incubation premier Ac : Le premier anti-corps (anti-HiF-1α) est dilue´ au vingtie`me
dans du PBS (0.3% Triton, 1% BSA), et laisse´ une nuit sur la lame, a` 4˚C. Celle-ci
est ensuite rince´e 5×5 min au PBS.
4)Blocage de la peroxydase endoge`ne : Une solution de MeOH/H2O2 a` 0.3%
dans du PBS (30min RT) permet de neutraliser la peroxydase endoge`ne. La lame est
ensuite rince´e 2×5 min RT dans du PBS, et 3× 5min dans du PBS + 0.1% T20.
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5)Incubation deuxie`me Ac : Le deuxie`me Ac (GAM-PO) est dilue´ au trentie`me
dans de l’eau physiologique (+0.1% T20), et laisse´ 30min RT en chambre humide au
contact des cellules. Les cellules sont ensuite rince´es au PBS (+0.1% T20) pendant
3×5min, et au PBS pendant 2×5min.
6)Re´ve´lation peroxydase : Elle est re´alise´e en utilisant le kit de re´ve´lation Sigma-
Aldrich, 10min a` l’obscurite´. La lame est rince´e a` l’eau distille´ 5×5min, avant d’eˆtre
monte´e dans du XAM mounting medium.
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Cet article s’inscrit dans le cadre d’un master 2 de philosophie re´alise´ a` l’UPMF
en paralle`le de cette the`se. Ce master 2 a donne´ lieu a` un travail de recherche mene´
en collaboration avec le laboratoire Philosophie, Pratiques et Langages de l’UPMF
(Grenoble). L’article qui suit a e´te´ publie´ suite a` ce travail de recherche.
Abstract
The building of a global model of carcinogenesis is one of modern biology’s greatest
challenges. The traditional Somatic Mutation Theory (SMT) is now supplemented by
a new approach, called the Tissue Organization Field Theory (TOFT). According to
TOFT, the original source of cancer is loss of tissue organization rather than genetic
mutations. In this paper, we study the argumentative strategy used by the advocates
of TOFT to impose their view. In particular, we criticize their claim of incompatibility
used to justify the necessity to definitively reject SMT. First, we note that since it
is difficult to build a non-ambiguous experimental demonstration of the superiority of
TOFT, its partisans add epistemological and metaphysical arguments to the debate.
This argumentative strategy allows them to defend the necessity of a paradigm shift,
with TOFT superseding SMT. To do so, they introduce a notion of incompatibility,
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which they actually use as the Kuhnian notion of incommensurability. To justify this
so-called incompatibility between the two theories of cancer, they move the debate to
a metaphysical ground by assimilating the controversy to a fundamental opposition
between reductionism and organicism. We show here that this argumentative strategy
is specious, because it does not demonstrate clearly that TOFT is an organicist theory.
Since it shares with SMT its vocabulary, its ontology and its methodology, it appears
that a claim of incompatibility based on this metaphysical plan is not fully justified
in the present state of the debate. We conclude that it is more cogent to argue that
the two theories are compatible, both biologically and metaphysically. We propose to
consider that TOFT and SMT describe two distinct and compatible causal pathways to
carcinogenesis. This view is coherent with the existence of integrative approaches, and
suggests that they have a higher epistemic value than the two theories taken separately.
Introduction
The basis of the Somatic Mutation Theory (SMT) is well known, and summarized in
Hanahan and Weinberg’s famous review [200]. Cancer is described as a disease caused
by genetic mutations, which can be due to inherited predisposition, or to the geno-
toxic action of carcinogens. Recently, it was also shown that spontaneous mutations
occurring during stem cells division can cause carcinogenesis, at least in some tissues
[201]. This approach is based on various empirical evidence, and led to therapeutic
success [202, 203]. However, voices are rising to point out that SMT does not accu-
rately describe the complex phenomenon of carcinogenesis. First, cancer cells often
exhibit large scale genetic perturbations, with a hight number of local mutations and
chromosomal anomalies [204, 205]. This is contradictory with the classical version of
SMT, which considers that tumorigenesis is due to punctual genetic mutations. These
observations have led some authors to develop an alternative view of cancer, which
have become quite influential in the last ten years [206]. The Tissue Organization Field
Theory (TOFT) was popularized by Soto and Sonnenschein in 1999 in their book The
society of cells [207]. During a first phase, from 2000 to 2010, the advocates of TOFT
published a series of articles to present and defend their description of cancer [208–
212]. During this period, TOFT was defended mainly by Soto and Sonnenschein. Their
central idea is that the original cause of cancer is not genetic mutations, but disruption
of tissue cohesion. This disorganization can be due to the chemical alteration of the
extra-cellular matrix by carcinogens. In this perspective, the default state of the cell is
not quiescence, but proliferation. As a consequence, the control of cell division vanishes
when the surrounded tissues loose their structure. Soto and Sonnenschein describe the
differences between the two theories as follows : for SMT, cancer comes from a unique
somatic cell which accumulated mutations of genes controlling cell cycle, and quies-
cence is the default state of the cell ; for TOFT, the first event of carcinogenesis is a
loss of tissue organization, and not mutations in a single cell. Through this scientific
description, the authors build a first biological opposition between the two approaches :
tissue is opposed to genes and proliferation to quiescence.
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This theory remained relatively marginal during its first ten years. However, it
has generated a more intense debate over the past few years, as shown by the recent
work of J-P.Capp [206]. This author studies the history of the developments of SMT
and TOFT, and proposes an ontophylogenetic theory which establishes links between
TOFT and the random expression of the genes in a context of tissue disruption. No-
tably, the year 2011 was marked by an interesting exchange of ideas in the review
Bioessays [213–217]. From 2011 up to now, the actors of the controversy have been
trying to find a way out of the conflict [218–222]. Two radically different orientations
have been chosen. A first option favors an integrative approach, which aims at building
a comprehensive model of carcinogenesis taking into account all the scales involved in
the process of carcinogenesis, from the gene to the tissue [221]. The second option,
strongly defended by the advocates of TOFT, postulates that the two theories are
incompatible, and that all attempts at conciliation would be an obstacle to scientific
progress [219]. To defend this view, they use three levels of argumentation : empiri-
cal, epistemological, and metaphysical. In this article, we first analyze how these three
levels are articulated. The lack of non ambiguous experimental proofs makes the first
level of argumentation insufficient to irrevocably choose one of the two theories. As a
consequence, we interpret the use of epistemological and metaphysical arguments as
an argumentative strategy of the partisans of TOFT to be heard. More precisely, we
show how they build an irreconcilable opposition between the two theories of cancer,
leading to the necessity of an exclusive choice of one of them. First, they present SMT
as a regressive program of research, to defend the need for a paradigm shift. We show
that this view is based on an ambiguous use of the term paradigm, and is justified by
metaphysical considerations defending a fundamental incompatibility between the two
theories. Indeed, the partisans of TOFT assimilate the conflict between the two cancer
theories to a fundamental debate between reductionism and holism. This move allows
Soto and Sonnenschein to claim that explanations of the process of carcinogenesis by
these two theories belong to distinct levels of biological complexity and, therefore, are
incompatible, as are their philosophical stances (reductionism versus organicism) [212].
By linking this idea of incompatibility with the need for a paradigm shift, they purport
to establish the necessity of definitively giving up SMT and adopting TOFT. Since
such a claim of incompatibility has important consequences on our understanding of
carcinogenesis, it is crucial to investigate whether it is justified. We show in this paper
that the argumentative strategy based on the projection of the controversy on a meta-
physical ground is specious and incoherent. It eliminates useful attempts at conciliation
with no valid reason. By contrast, the concrete approach aiming at integrating all the
scales involved in carcinogenesis seems to be more epistemologically accurate.
SMT or TOFT? The role of empirical evidence
The articles published by the advocates of TOFT report various experimental evi-
dence. Some of it shows, including through recombination experiments, that a stroma
coming from a cancerous tissue is able to generate tumors on a healthy one, or to in-
crease the metastatic potential of tumors cells [223–226]. Other studies investigate the
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influence of known carcinogens on stroma organization [227, 228]. They show that the
structure of the whole tissue is sensitive to chemical molecules known for producing
cancers. For the partisans of TOFT, this series of evidence is sufficient to irrevocably
demonstrate the superiority of their approach. However, the adverse faction has also its
say. In 2011, Vaux published an article entitled In Defense of The Somatic Mutation
Theory [213]. In this work, he gives three lines of evidence to support SMT. First,
he raises cases of tumors which are clearly known for being due to genetic mutations,
such some leukemia and lymphoma. Second, he notices that modifications of SMT were
made to include new observations, notably the massive chromosomal rearrangements
observed in many tumors [229]. These massive rearrangements are not well described
by the classical version of SMT, which mainly considers the role of punctual mutations.
Finally, the success of targeted therapies in some types of cancers is used as an argu-
ment to defend the validity of SMT. Based on the central assumption of SMT (cancer
is due to genetic mutations), this therapeutic strategy tries to modify the activity of
the proteins suspected to cause tumorigenesis. Consequently, the success of targeted
therapy in some cancers can be considered as a relevant element to prove the valid-
ity of the genetic approach of cancer. Besides, as noticed by Soto and Sonnenschein
themselves[214], objections were made to conclusions drawn from experiments aiming
at confirming TOFT. Notably, the experiments of stroma modifications of Maffini et al.
[227] and Barcellos-Hoff/Ravani [228] suggest the possibility of mutations affecting the
cells during the protocol. Therefore, a non ambiguous demonstration of the superiority
of TOFT is not easy to deliver with the current experimental methods. More impor-
tantly, it appears that both theories are supported by strong experimental arguments.
For instance, the clear success of some targeted therapies is a important argument
to defend SMT : the use of Trastuzumab against breast cancer presenting an overex-
pression of HER2 receptor is a good example [230]. Reciprocally, the experiments of
Barcellos-Hoff and Ravani [228] bring strong arguments in favor of the TOFT approach.
By modifying the molecular composition of the mammary gland stroma of mice, they
show that it gained a tumorigenic potential : when recombined with non-tumorigenic
epithelial cells, it induces carcinogenesis. Inversely, many observations cannot be ac-
counted for by SMT or TOFT, taken separately.
S.Rosenfeld clearly summarizes this situation in a recent paper [221] : Arguments
in favor of both TOFT and SMT are numerous and strong (...). At the same time, a
large grey zone of empirical facts and clinical cases exists which poses questions that
are difficult to resolve from either of these viewpoints. As a consequence, it is difficult to
find a set of empirical evidence allowing to choose one of the two theories. It is therefore
problematic for the advocates of TOFT to impose their new view on empirical grounds.
We suggest that this is the reason why the articles defending TOFT often mix three
levels of arguments [211, 214, 218] : empirical, epistemological, metaphysical, the two
last levels being used to compensate the deficiency of the empirical demonstration. Let
us see now how this is done.
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Do we need a paradigm shift ?
As in other instances in science, the zeitgeist has played a significant role in accept-
ing untested claims of the SMT without major objections [214]. Soto and Sonnenschein
explain the domination of SMT by the popularity of the genetic approaches for de-
scribing biological phenomena. That is why the lack of evidence in favor of SMT was
not an obstacle to its adoption of the Somatic Mutation Theory. The criticism of the
domination of the genetic dogma has been widespread since J-J. Kupiec’s work [231].
It is used by Soto and Sonnenschein to describe SMT as a regressive program of re-
search [214]. The idea is that to survive, SMT has to add ad hoc hypotheses to explain
carcinogenesis. Indeed, the existence of facts that the classical versions of SMT cannot
describe, such as the massive chromosomal rearrangements observed in tumors, led the
defenders of SMT to make new hypothesis. The idea of early genetic instabilities is one
of these attempts [204, 205]. Soto and Sonnenschein describe these modifications of
SMT as a proof of its epistemic inferiority. But this argument is specious since TOFT
itself had to evolve to take into account some empirical observations. As noted by Capp
(2012) [206], the original version of TOFT gives a negligible role to genetic mutations
during cancer progression. Its ontophylogenetic theory, which can be seen as a modified
TOFT approach, considers that punctual mutations or chromosomal translocations are
important to describe carcinogenesis. However, Soto and Sonnenschein argue that SMT
is a regressive program of research [214], in Lakatos ? sense of the notion [232] : a re-
gressive program of research is characterized by a continual need for locally adjusting
the theory to experimental evidence. The advocates of TOFT add to this idea the
notion of paradigm shift [214, 218], which allows them to affirm the need to abandon
SMT in favor of TOFT. The structure of this argument is interesting. To define the
word paradigm, Soto and Sonnenschein use an expression taken from the famous book
by the historian and philosopher Thomas Kuhn, The Structure of Scientific Revolution
(SSR) [233] : a paradigm is a universally recognized scientific achievement(s) that for a
time provide model problems and solutions to a community of practitioners [214]. How-
ever, the concept of paradigm is multiform. Different meanings can be found in Kuhn’s
work (in the SRS and in his subsequent articles), and the definition given by Soto and
Sonnenschein can be considered as rather moderate. By using this concept, Soto and
Sonnenschein can then introduce the more radical notion of paradigm shift [214, 218].
According to Kuhn, scientific revolutions which occurred during the history of science
can be described as paradigm shifts. With this notion of paradigm, the advocates of
TOFT present their theory as a new approach which has to eliminate SMT. SMT is
thus considered as an old paradigm we have to give up in order to promote scientific
progress [218]. But this use of the notion does not fit with the explicit definition they
give. On a moderate reading of the notion of paradigm, the necessity of giving up SMT
does not follow. The argument developed by the partisans of TOFT seems in fact to
appeal implicitly to the Kuhnian notion of incommensurability. When two paradigms
are incommensurable, it is necessary to adhere to one of them, and to definitively aban-
don the other. The word paradigm then refers to a global representation of the world.
In that case, indeed, when adopting a paradigm, one has to reject the others. In spite
of the fact that the authors do not use explicitly the notion of incommensurability, the
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necessity of an exclusive choice is clearly expressed in Soto and Sonnenschein’s articles :
it is left to the reader to decide whether one approach to understanding cancer appears
more promising than the other [222]. Even if Soto and Sonnenschein do not speak here
of a quasi religious conversion that characterizes the shift to a new paradigm in the
radical sense of the notion, but only of rational decision, they nevertheless appeal to
this radical meaning when defending the necessity to supersede SMT by TOFT. In-
deed, they promote the adhesion to a general system of explanation, which is explicitly
assimilated to a metaphysical position : the reader has to choose between reductionism
and holism [212, 222]. By using this metaphysical opposition, they can build the idea
of a fundamental incompatibility between TOFT and SMT [212]. It is now crucial to
analyze the arguments raised to defend this incompatibility.
Are the TOFT and SMT incompatible ?
In one of their recent papers, Soto and Sonnenschein contend that : according to the
philosopher D. C. Dennett, there is no such thing as philosophy-free science ; there is
only science whose philosophical baggage is taken on board without examination. There-
fore, ignoring the philosophical underpinnings of the postulates adopted by researchers
when designing experiments is bound to hinder the interpretation of the data collected.
For this reason we address the difference between the cell-based and the tissue-based
stances [214]. Soto and Sonnenschein aim at exhibiting the philosophical, more pre-
cisely the metaphysical, choices influencing scientific theorizing. What are, then, the
metaphysical basis of TOFT and SMT? The partisans of TOFT claim that SMT is
reductionist [211]. More generally, they consider molecular biology as the typical reduc-
tionist approach [206]. The concept of reductionism is traditionally opposed to holism
or organicism [234]. A reductionist approach aims at analyzing the complex systems
by looking at their fundamental components. On the opposite, an holistic approach
considers that the natural phenomena can be explained only by studying them as a
whole. As a consequence, it is epistemologically useless to consider the smallest scales
to study a given object. In biology, holism translates into organicism, defined as follows
by the philosopher J-A.Marcum : Organicism (...) is an idea utilizing organic unity or a
whole to explain biological processes at the level of higher-order entities and their prop-
erties rather than simply invoking their elemental composition [234]. This definition is
interesting since Marcum presents TOFT as an organicist theory. As a consequence,
it is a way to investigate the coherence of this claim. Why do the advocates of TOFT
use these concepts ? For Soto and Sonnenschein, reductionism, applied to biology, sup-
poses that the cell is the unit of the organism, and that all the observations made
at the tissue level should find an explanation at the cell level. As anti-reductionists,
the partisans of TOFT consider themselves as organicist [211]. When combining the
definition of organicism given previously and the argument of Soto and Sonnenschein,
it follows that the biological process to explain is cancer, the high-order entities are the
tissues, and the elemental composition are the cells. Is this assimilation of TOFT to a
form of organicism cogent ? In order to answer this question, it is necessary to carefully
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characterize the concept of reductionism. J-A. Marcum defines three types of reduction-
ism [234]. Theoretical reductionism aims at reducing the terms of a high-level theory
to terms belonging to low-level theories. For instance, the biological processes can be
described by using concepts borrowed from physics and chemistry. Ontological reduc-
tionism deals with the description of the elementary components of natural objects or
phenomena. Complex phenomena are analyzed by assuming that they are composed of
simple elements whose properties explain the general behavior of the system. Applied
to biology, ontological reductionism would mean that the observed properties at the
organism scale can be explained by the molecular composition of the cells. Finally,
methodological reductionism is related to the scientific techniques used to decompose
the hight-order entities into their low-order elements. In light of these definitions, let
us see if TOFT can be considered as an anti-reductionist approach. One can first no-
tice that Soto and Sonnenschein’s works rigorously use the same vocabulary as the
one used in classical molecular biology. TOFT talks about cells, stroma, genes. It does
not consider new terms that we could not be reduced to words referring to elemen-
tary components. In other words, the semantic organization of the biological world is
exactly the same. Various examples can be found in the articles published by the advo-
cates of TOFT to illustrate this point. The response to the article of Vaux (2011) [213]
published by Baker (2011) [217] explicitly uses a typical reductionist vocabulary, such
as intercellular signals or oncogenes. Thus, as regards theoretical reductionism, TOFT
cannot be said to be anti-reductionnist. Second, the ontology of TOFT is not distinct
from the ontology of SMT. The components of the considered biological objects are
the same. TOFT gives more importance to tissues, but the tissues are considered as an
ensemble of cells, and the cancer remains a cellular disease. An anti-reductionist view
would consider the tissue as a whole, without taking into account its cellular/molecular
composition. Thus, it does not make sense to argue that TOFT is opposed to reduc-
tionism in an ontological reading of the notion. Finally, methodological reductionism
is also adopted by the partisans of TOFT. Indeed, they consider the modifications
of the molecular composition of the stroma when it is exposed to carcinogens. More
precisely, the identification of the types of molecules affected is taken into account by
Soto and Sonnenschein to build their theory. For instance, they notice in their 2011
article of [214] : Barcellos-Hoff and Ravani irradiated the mammary gland stroma of
mice to affect their extracellular matrix composition, cytokine production and receptors
involved in cell-to-cell interactions [228]. The experimental protocols developed by the
partisans of TOFT do consider cells and molecules, hence their methodologically reduc-
tionist stance. This rapid analysis shows that if we consider the classical conception of
reductionism given by Marcum (2010) [234], assimilating TOFT to an anti-reductionist
approach is not legitimate. If we now follow the definition of reductionism given by the
partisans of TOFT, we can also conclude that their argumentation is contradictory.
As we already said, they judge as reductionist all approaches using the cell as the fun-
damental unit of the organism [214]. But according to TOFT, cancer is still located
in individual cells. In particular, one of the theoretical basis of TOFT deals with the
default state of the cell (proliferative or quiescent). This means that the advocates of
TOFT need to consider that the cell is the fundamental unit of the organism. The rea-
son for this is simple : in TOFT as in SMT, cancer is a cellular disease. More generally,
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according to TOFT, modifications of the molecular composition of the stroma cause
cancer. If we return to a more classical meaning of the concept, this is clearly a reduc-
tionist stance. SMT looks into the cell, by considering the structure of the DNA, and
TOFT looks outside the cell, by considering the molecular relationships between each
cells and the stroma. We also have to notice that the partisans of TOFT often accept
that genetic mutations have a role in carcinogenesis ; they just refuse to consider that
mutations are the initiators of the disease [206]. Thus, it is not obvious that TOFT is
an organicist theory. By considering current conceptions of this notion, it appears that
the assimilation of TOFT to organicism is not sufficiently justified. It is not relevant
in the present state of the debate, and therefore it cannot be used to demonstrate the
incompatibility between the two theories.
If SMT and TOFT are metaphysically similar, how can we characterize the different
representations of cancer they propose ? In particular, if they are metaphysically com-
patible, are TOFT and SMT biologically incompatible ? Our suggestion is that, from a
biological perspective, the two theories have to be thought as proposing two distinct,
and compatible, causal pathways which can initiate and promote carcinogenesis. Both
mechanisms are experimentally and clinically relevant [221]. When reasoning in term
of causal pathways, it is possible to make a case for the compatibility of the two theo-
ries, by arguing that both the genes and the stroma can influence carcinogenesis. The
actual existence of approaches which conciliate TOFT and SMT is a strong biological
argument in support of this view. Indeed, J-A. Marcum notes that the two theories
can converge in the frame of system biology : system biology avoids locating causation
within a single, hierarchical level, so that the flow of causation is in one direction only
-whether bottom-up or top-down. Rather, that approach advocates a flow of causation
that is bidirectionally or reciprocal in nature [234]. The notion of hierarchical levels
is not easy to use in our case. Considering TOFT as a theory belonging to a higher
organizational level than SMT poses the same types of problems we already discussed
about the supposed organicism of TOFT. As a consequence, it is not so obvious that
TOFT and SMT belongs to distinct organizational levels. Thus, rather than consider-
ing a cellular and a tissular scale, we prefer to use the notions of interior and exterior
of the cell. The notion of bidirectional causation is then still interesting, since it con-
siders that carcinogenesis can be influenced by molecular events taking place in the
cell, or outside the cell. In the frame of system biology, TOFT and SMT are thus not
considered as two irreconcilable approaches. The dynamic reciprocity theory (DRT) of
Mina Bisell and coworkers explains how the organization of the stroma has an influence
on gene expression and control cell proliferation [235]. The existence of adhesion pro-
teins joining the intracellular environment to the stroma makes possible the building
of a bridge between the genetic and tissular approaches. It is then possible to consider
causal relationships between the interior and the exterior of the cell. Insofar as TOFT
and SMT describe two compatible causal pathways, they can be integrated in a single
approach to explain carcinogenesis. And this integration is of a higher epistemological
value than SMT or TOFT taken separately.
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Discussion
The controversy between the two main theories of carcinogenesis (SMT and TOFT)
is interesting because it uses three levels of argumentation : experimental, epistemolog-
ical and metaphysical. We have seen that the experimental data are not sufficient to
clearly favor one of the two theories. Each approach can explain some biological facts ;
but numerous observations are difficult to resolve from either of these viewpoints. To
be competitive, the partisans of TOFT build an argumentative strategy based on a
purported incompatibility of their theory with SMT. They appeal to this purported
incompatibility to justify the need to reject one of the two theories altogether, in the
same way than in Kuhn’s scheme, the incommensurability of two theories justifies
abandonning one in favor of the other. Naturally, the reader is strongly invited to keep
TOFT and abandon SMT.
To justify this key incompatibility-argument, the partisans of TOFT assimilate
the conflict between the two theories to a metaphysical opposition between holism and
reductionism. We showed that this argument is specious, since, it is not clear that TOFT
is an organicist theory. It shares its semantics, its ontology and its methodology with
SMT. This remark does not mean that TOFT is strictly reductionist, in all the possible
meanings of this concept. It just shows that the assertion that TOFT is an organicist
theory is not coherent with the conception of reductionism and organicism it is based
on. This idea is not only applicable to Soto and Sonnenschein’s work, since other
authors, as Marcum [234], consider TOFT as an organicist theory without coherent
and strong arguments. Yet, as we shown, the assimilation of TOFT to a strict anti-
reductionist approach can lead to a non-justified claim that the two theories are not
compatible. Thus, if the defenders of TOFT cannot justify more precisely why TOFT
can be considered as an organicist theory, it seems more judicious to fully abandon the
frame of the reductionism/organicism opposition.
We also claimed that from a biological point of view, the best refutation of Soto and
Sonnenschein’s view is the actual existence of approaches which conciliate both theo-
ries. We finally proposed that SMT and TOFT should be considered as two distinct,
and compatible, causal pathways. We insist on the idea of distinct causal pathways
that have to be integrated in order to build a more accurate and satisfying description
of carcinogenesis. This view is closed to the ideas exposed by Sandra D. Mitchell about
biological complexity [236, 237]. The author defends the idea of an integration of the
different causal pathways describing complex biological objects into a unified explana-
tion. According to Mitchell, the idealized character of biological models make necessary
the emergence of partial theories, considering only one causal pathway. Often, the com-
patibility of these theories stems from the possibility of a theoretical integration. We
have seen that this integration can be achieved in the frame of system biology, which
considers the multiple causal relationships linking the cell, the stroma, and the devel-
opment of cancers. We can notice that such causal relationships make carcinogenesis
a strongly non-linear phenomenon. As a consequence, the development of integrative
approaches can depend on the ability to build global models of carcinogenesis. Progress
in computational modeling in biology favors the development of these approaches. The
existence of these new tools for investigating carcinogenesis is a strong argument against
166
Article scientifique : Bedessem B. and Ruphy S., SMT or TOFT? How the
two main theories of carcinogenesis were made (artificially) incompatible, Acta
Biotheoretica, 2015
the sterile postulate of incompatibility.
Finally, let us recall that this claim for an integration of TOFT and SMT is not
new [221, 234, 238]. However, our original contribution is the theoretical justification
showing the lack of relevance of the idea of a fundamental incompatibility between the
two theories. Whereas the previous discussions about the possibility of an integration
of TOFT and SMT do not question the relevance of the reductionism/organicism oppo-
sition in the field of carcinogenesis, we suggest that in the present state of the debate,
this frame should be abandoned.
